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resumo 
 
 
Nas últimas décadas, é notório um acréscimo no consumo abusivo de drogas 
sintéticas nas sociedades contemporâneas. Estas adquirem uma expressão 
cada vez maior, na sociedade actual, graças à popularidade obtida como rave 
drugs e partypills. A partir da segunda metade dos anos 90, surgiram no 
mercado ilícito novas drogas de abuso sintéticas, em particular, as 
denominadas ‘‘piperazinas’’. Poderão distinguir-se, entre as drogas sintéticas 
derivadas das piperazinas: a 1-benzilpiperazina (BZP), 1-(3-
trifluorometilfenil)piperazina (TFMPP), 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP) e 1-
(4-metoxifenil)piperazina (MeOPP). Os efeitos psicoactivos da BZP e da 
TFMPP são comparados aos efeitos obtidos após o consumo de anfetamina e 
de ecstasy (MDMA), respectivamente, e apresentados como uma alternativa 
legal, barata e segura às anfetaminas e ao ecstasy. Indícios da oferta e da 
facilidade de aquisição são a existência na Internet de inúmeros sites 
especializados no comércio das piperazinas e as apreensões destas drogas 
registadas no mundo inteiro. Não obstante a sua reputação como droga 
segura, a BZP foi associada a óbitos, na Suíça e Suécia, e a alguns casos de 
intoxicação. A 22 de Março de 2007 o Conselho da União Europeia determinou 
uma avaliação de riscos relacionados com o consumo da BZP e poderá decidir 
(final de Julho) sujeitar esta droga a medidas de controlo na UE. 
Por estes motivos justifica-se o desenvolvimento de metodologia analítica que 
possibilite a triagem, a identificação e quantificação destas drogas em fluidos 
biológicos, sendo esse o principal objectivo da presente dissertação 
Foram desenvolvidos dois métodos de triagem, confirmação e quantificação 
simultânea de piperazinas em amostras de sangue total e urina. As amostras 
foram analisadas por GC-MS em modo SIM após extracção por SPE e 
derivatização nas amostras de sangue e após extracção por SPME e 
derivatização nas amostras de urina. Os métodos foram validados na sua 
totalidade, e ambos são apropriados para a triagem e identificação simultânea 
das piperazinas estudadas, sendo os limites de detecção inferiores a 5 ng/mL. 
O método de SPE-GC-MS é linear entre 10 e 1000 ng/mL para a BZP, TFMPP 
e mCPP. O método de SPME-GC-MS é linear entre 5 e 100 ng/mL apenas 
para a mCPP. Para estes compostos os resultados obtidos no estudo da 
precisão e exactidão dos métodos estão contidos nos intervalos considerados 
aceitáveis.  
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abstract 
 
In the last decades an increase of synthetic drugs of abuse has been perceived 
in contemporary societies. These drugs have acquired a larger significance in 
actual society, due to their popularity as rave drugs and party pills. Several new 
ones have emerged in the black market during the 1990’s, particularly those 
derived from piperazine, such as 1-benzylpiperazine (BZP), 1-(3-
trifluoromethylphenyl)piperazine (TFMPP), 1-(3-chlorophenyl)piperazine 
(mCPP) and 1-(4-methoxyphenyl)piperazine (MeOPP). BZP and TFMPP’s 
psychoactive effects are analogous to those induced by amphetamines and 
ecstasy (MDMA) respectively, and are introduced as a cheap, legal and safe 
substitutes of ecstasy and amphetamines. Several piperazine-specialized 
websites in the Internet, or the increase in seizures recorded throughout the 
world are traces of a wider offer and easiness to buy. Despite its reputation as 
safe drug, BZP was associated to fatalities in Switzerland and Sweden and 
some cases of intoxication. In the 22nd March 2007, European Union Council 
has decided to request an assessment on the associated risks of BZP use and 
may decide, by the end of July, to subject them to measures of control in all the 
EU. 
For all these reasons, it is intended to develop analytical methods for the 
screening, confirmation and quantification of these drugs in biological fluids, 
which is the aim of the dissertation.  
Two methods for the screening, confirmation and simultaneous quantification of 
piperazines have been developed in whole blood and urine samples. The 
samples were analyzed by GC-MS in SIM mode after extraction by SPE and 
SPME in blood and urine samples, respectively, followed by derivatization. 
Both methods were fully validated, and can be used for the screening and 
confirmation of all piperazines. The detection limit was less than 5 ng/mL. The 
SPE-GC-MS method was linear between 10 and 1000 ng/mL for BZP, TFMPP 
and mCPP, and SPME-GC-MS was linear between 5 and 100 ng/mL, but only 
for mCPP. The precision and accuracy of the developed methods were within 
the required limits for these particular compounds compounds.  
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LQ  Limite de quantificação (do inglês, Limit of Quantification) 
LSD  Dietilamida do ácido lisérgico 
MBTFA  N-metil-bis-trifluoroacetamida  
mCPP  1-(3-clorofenil)piperazina 
mCPP-N-TFA 1-(3-clorofenil)piperazina-trifluoroacetilada 
MDA    3,4-metilenodioxianfetamina 
MDBP  1-(3,4-metilenodioxibenzil)piperazina 
MDE   N-etil-3,4-metilenodioxianfetamina 
MDMA  3,4-metilenodioximetanfetamina 
MeOH  Metanol 
 vii 
MeOPP   1-(4-metoxifenil)piperazina 
MeOPP-N-TFA 1-(4-metoxifenil)piperazina-trifluoroacetilada 
MS  Espectrometria de massa 
MSTFA  N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida 
MeTd9  Metanfetamina deuterada 
m/z  Razão massa/carga 
N-1  graus de liberdade  
NA  Noradrenalina 
NaCl  Cloreto de sódio 
NPD  Detector de Azoto e Fósforo (do inglês, Gas Chromatography-Nitrogen-Phosphorous Detector) 
NT  Neurotransmissor 
N-TFA  Derivados N-trifluoroacetilados 
OEDT  Observatório Europeu da Droga e da Toxicodependência 
OH-TFMPP Hidroxi-trifluorometilfenilpiperazina  
OMS  Organização Mundial de Saúde (World Health Organization) 
PA  Poliacrilato 
Pb  Pico base 
PCB´s  Bifenilos policlorados 
PDMS  Polidimetilsiloxano (do inglês, Polydimethylsiloxane) 
PDMS-DVB Polidimetilsiloxano-divinilbenzeno 
PG  Valor de teste 
pH  Logaritmo negativo da concentração hidrogeniónica  
PI  Padrão interno 
PIs  Padrões internos 
pKa  Constante de ionização 
pMeOPP 1-(4-metoxifenil)piperazina 
p.o.  Per os 
PTFE  Politetrafluoretileno 
pTp  1-(4-metilfenil)piperazina 
pTp-N-TFA 1-(4-metilfenil)piperazina-trifluoroacetilada 
QTc  Intervalo QT corrigido (no electrocardiograma)  
r  Coeficiente de correlação 
R2  Coeficiente de determinação 
Relacre  Associação de Laboratórios Acreditados de Portugal 
r.p.m.  Rotações por minuto 
RE%  Erro relativo percentual 
RIA  Radioimunoensaio (do inglês, Radioimmunoassay) 
∑RE%  Somatório do erro relativo percentual 
SCAN  Modo de varrimento contínuo (do inglês, scanning) 
 viii 
s.d.  Sem data 
SERT’s  Proteínas transportadoras de serotonina 
SI  Precisão intermédia 
SIM  Monitorização selectiva de iões (do inglês, Selective Ion Monitoring, Single Ion Monitoring) 
SNC  Sistema Nervoso Central 
SPE  Extracção em fase sólida (do inglês, Solid Phase Extraction) 
SPE-GC-MS Extracção em fase sólida - Cromatografia gasosa-Espectrometria de massa 
SPME   Microextracção em fase sólida (do inglês, Solid Phase Microextraction) 
SPME-GC-MS  Microextracção em fase sólida - Cromatografia gasosa-Espectrometria de massa 
STANZ   Social Tonics Association of New Zealand  
STF  Serviço de Toxicologia Forense 
S/N  Razão sinal/ruído 
S y/x  Desvio-padrão residual, erro-padrão 
tcrit  Valor tabelado da distribuição t Student para (N-1;N-1;α/2)  
te  Tempo necessário para atingir o equilíbrio 
TFAA  Anidrido trifluoroacético  
TFMPP  1-(3-trifluorometilfenil)piperazina  
TFMPP-N-TFA 1-(3-trifluorometilfenil)piperazina-trifluoroacetilada 
THC  Tetrahidrocanabinol 
TIC  Traçado de corrente iónica total (do inglês, Total Ion Current)  
TMCS   Trimetilclorosilano 
TMS  Trimetilsilil ou Trimetilsililados 
Tr  Tempo de retenção 
TrR  Tempo de retenção relativo  
UDP  Uridina difosfato  
UGT  Uridina difosfato glucuronosiltransferases 
u.m.a.  Unidade de massa atómica 
UE  União Europeia 
UV  Ultravioleta 
Va  Volume de amostra 
Vf  Volume da fase estacionária 
Vh  Volume da fase gasosa  
VD  Volume de distribuição 
v/v  Volume/volume 
WADA  World Anti-Doping Agency 
Wi  Factor de ponderação, peso  
WLSLR  Regressão linear ponderada (do inglês, weighted least squares linear regression) 
α  Nível de significância
Capítulo 1 – Introdução 
_______________________________________________________________________________________ 
 
1 
1 Introdução 
1.1 Drogas de abuso recreativas  
As drogas sempre seduziram o Homem. Desde a Antiguidade, ao longo da história, cada sociedade e 
cultura desenvolveu e integrou no seu seio o consumo de substâncias químicas tóxicas, ou 
potencialmente tóxicas, com fins não terapêuticos, por exemplo, associadas a rituais espirituais, práticas 
mágicas, cultos religiosos, ou de utilização meramente recreativa. Porém, é no século XX, devido à 
confluência de múltiplos factores (culturais, económicos, meios de comunicação, entre outros) que os 
consumos abusivos se generalizam e intensificam [1,2]. 
A palavra droga possui várias acepções. O dicionário da língua portuguesa [3] refere:“nome comum a 
todas as substâncias ou ingredientes aplicados em farmácia ou nas indústrias”. Na época de Garcia de Horta, o 
vocábulo era utilizado para designar remédios e substâncias diversas, as quais eram adquiridas 
posteriormente nas drogarias [4]. Lê-se ainda no dicionário [3]: “coisa de má qualidade, bagatela”. Droga 
tinha o sentido de mercadoria de pouco valor, de qualidade inferior. A expressão dar em droga era usada 
como metáfora para referir a degradação do indivíduo [4]. O significado etimológico é controverso. 
Com origem no vocábulo holandês droog [3] que indica seco, referia-se às folhas de plantas medicinais 
que eram secas e possuíam utilização terapêutica, antecessoras dos fármacos actuais [4] ou na palavra 
francesa drogue [3], com o mesmo significado. Na concepção actual [5], e de acordo com a definição 
clássica da Organização Mundial da Saúde (OMS) [6], refere-se a qualquer substância que uma vez 
introduzida num organismo vivo pode modificar uma ou várias das suas funções. A definição de 
abuso, introduzida em 1969 pela OMS, alude ao consumo excessivo, persistente ou esporádico de uma 
droga, inconsciente ou não, e que não se relaciona com uma utilização terapêutica [6]. 
De uma maneira geral, o termo drogas de abuso refere-se a substâncias psicoactivas que modificam o 
comportamento, a afectividade e a consciência, susceptíveis de consumo com fins não terapêuticos e 
ilícitas. Sob esta designação genérica incluem-se várias substâncias químicas de origens diversas 
(naturais, sintéticas ou semi-sintéticas), onde se englobam, entre as mais conhecidas, os opiáceos, a 
cocaína, os canabinóides e as anfetaminas [1]. 
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Nas últimas décadas, nas sociedades contemporâneas, é notório um acréscimo no consumo abusivo de 
drogas de abuso sintéticas [7]. A expressão drogas sintéticas refere-se a substâncias psicoactivas 
obtidas por síntese química, com uma estrutura química análoga a alguns fármacos que são ou foram 
utilizados na terapêutica. Os seus princípios activos não se encontram na natureza [8,9].  
Nos Estados Unidos, o consumo abusivo de anfetaminas na década de cinquenta e da dietilamida do 
ácido lisérgico (LSD) nos anos sessenta e setenta são bem conhecidos [7,10]. Associado a distintos 
movimentos contestatários e culturais, o uso e o abuso de 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA) surge 
em 1967 [11]. Associada à cultura hippie, a droga era conhecida por love drug [11]. A 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA, ecstasy), sucessora da MDA no que respeita à popularidade, 
aparece no mercado no início dos anos setenta, porém, a sua utilização manteve-se restringida a alguns 
grupos sociais até ao final da década [11]. As drogas de síntese adquirem uma expressão cada vez 
maior, na sociedade actual, graças à popularidade obtida como rave drugs [12,13], party pills [14,15], party 
drugs [9], dance pills [16] ou club drugs [17,18]. Na generalidade, estas drogas produzem sensações de 
euforia, energia e desejo de socialização [9,19]. Associadas à cultura da noite e em particular à cultura 
rave, são consumidas com um propósito recreativo [2,9]. Neste contexto, contribuem para atenuar a 
fadiga e permitem ao consumidor dançar durante horas [9]. A relação existente entre o consumo 
recreativo de drogas sintéticas, a música e a diversão nocturna encontra-se bem documentada [20]. O 
consumo de LSD, inserido na cultura hippie, com especial ocorrência nos festivais de música pop [10] 
constitui um exemplo desta relação. Em Ibiza, no Verão de 1987, milhares de pessoas assistiram a um 
evento musical e muitas experimentaram pela primeira vez o ecstasy. O êxito foi estrondoso, o que 
motivou a reprodução deste ambiente. Inicialmente, em Londres, nas raves, onde centenas de pessoas, 
ao som ininterrupto da música, dançavam toda a noite e consumiam ecstasy [21]. Mais tarde, as festas e 
o uso e abuso do ecstasy, disseminaram-se por toda a Europa [20].  
No léxico das drogas de abuso e, em particular, no das drogas sintéticas, referem-se ainda as drogas de 
desenho (do inglês, designer drugs) [11,17]. Esta denominação confere-lhes um certo atractivo e, ao 
mesmo tempo, é ardilosa. A designação advém do facto de serem especialmente desenhadas e 
constantemente modificadas pelos produtores [11]. Estes compostos sintéticos são análogos químicos 
de drogas ilícitas. A estrutura molecular de uma substância cujo consumo é ilegal é alterada tendo 
como objectivo a obtenção de efeitos psicoactivos similares, ou ainda mais potentes e muito mais 
aditivas, e evitando, deste modo, o ilícito criminal e as consequentes sanções penais [8,9,11]. Refiram-se 
como exemplo os análogos sintéticos da fenciclidina, meperidina e fentanil [11], da feniletilamina e 
triptamina [22]. A MDMA é referida frequentemente como droga de desenho, porém a sua inclusão 
nesta categoria é questionável. A sua patente data de 1914, muitos anos antes da interdição das 
anfetaminas e metanfetaminas [11,21]. 
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1.2 Novas drogas sintéticas relacionadas com a piperazina 
A partir da segunda metade dos anos noventa o mercado ilícito de drogas modificou-se 
consideravelmente no que respeita às drogas recreativas [13,19]. Como refere Henriques [2]:“Na era da 
globalização e do consumismo, também os consumos de drogas se têm vindo a massificar, mas estão também mais 
diversificados”. Novas drogas de abuso sintéticas surgiram [7,17] e adquiriram notoriedade [22], em 
particular, as denominadas “piperazinas” [7,13,23]. Poderão distinguir-se, entre as drogas sintéticas 
derivadas das piperazinas: as benzilpiperazinas, 1-benzilpiperazina (BZP) e o seu análogo metilenodioxi 
1-(3,4-metilenodioxibenzil)piperazina (MDBP), e as fenilpiperazinas 1-(3-trifluorometilfenil)piperazina 
(TFMPP), 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP) e 1-(4-metoxifenil)piperazina (MeOPP ou pMeOPP) 
[19,24]. 
A U.S. Drug Enforcement Administration (DEA) refere que a primeira suspeita de consumo abusivo de 
BZP foi descrita em 1996, na Califórnia [25]. Estes compostos são apresentados na literatura da 
especialidade [26] e na Internet, em diversos sites, como substâncias químicas psicoactivas [27]. Os 
efeitos psicoactivos da BZP e da TFMPP são comparados aos efeitos obtidos após o consumo de 
anfetamina e de MDMA, respectivamente [28-31] e apresentados como uma alternativa legal, barata e 
segura às anfetaminas [12,32], metanfetaminas [15,16] e ao ecstasy [15,33], adicionadas aos comprimidos 
de MDMA ou comercializadas como se de ecstasy se tratasse [34]. 
A Dancesafe (uma organização dita anónima) que, nos Estados Unidos da América (EUA) e Canadá, em 
colaboração com o Ecstasy Testing Program analisa qualitativamente a “pureza” dos comprimidos de 
ecstasy, comercializados em raves e discotecas ou enviados pelos consumidores [17], reporta a ocorrência 
cada vez mais frequente das “piperazinas”, isoladas ou em associação com outras substâncias activas 
(e.g. MDMA) [27]. Por vezes referidas como uma nova classe de designer drugs [18,23,24,27,32,35] esta 
classificação é discutível, à semelhança do que foi referido anteriormente para a MDMA. 
1.3  Apreensões de drogas relacionadas com a piperazina 
De acordo com o Observatório Europeu da Droga e da Toxicodependência (OEDT) [8]: “As apreensões 
de droga são geralmente consideradas como indicadores indirectos da oferta e da disponibilidade das drogas…O número 
de apreensões constitui geralmente um indicador mais útil das tendências gerais a nível do consumidor”. As apreensões 
destas drogas são registadas no mundo inteiro [13]. 
A primeira apreensão de BZP é efectuada na Suécia em Setembro de 1999 [36]. Até ao final desse ano 
são realizadas 25 apreensões. Nos anos seguintes, as apreensões de BZP sucedem-se na Suécia [37]. 
Em Espanha são confiscados comprimidos supostamente de ecstasy. A presença de MDMA não foi 
confirmada, mas continham BZP, TFMPP e metoxifenilpiperazina, cujo isómero não foi determinado 
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[38]. A Bélgica, Espanha, Países Baixos e Finlândia também assinalaram apreensões de BZP em 2004 
[7]. Em 2000, nos EUA, registou-se as primeiras apreensões de comprimidos, cápsulas e pó que 
continham BZP ou TFMPP ou mais usualmente uma mistura de ambos os compostos [30]. O número 
de apreensões destes compostos adquiriu inicialmente uma maior frequência e expressividade nos 
EUA, como o elucidam as apreensões efectuadas em Illinois [39], Iowa [40], Michigan [41], Ohio [42], 
Califórnia [43]. Na totalidade, no período compreendido entre 2000 e 2004, nos EUA são assinaladas 
83 apreensões e confiscados 18000 comprimidos e 600 gramas de pó que continham BZP. Apreensões 
envolvendo a BZP e outras drogas não controladas incluem um número superior a 55000 
comprimidos [33].  
Actualmente, assiste-se a um aumento da circulação de mCPP e BZP no mercado europeu, indiciado 
pelo acréscimo no número de apreensões destes compostos. Bossong et al. [44] referem que, no 
período compreendido entre Setembro de 2004 e Abril de 2005, são registadas 25 apreensões de 
mCPP na Holanda. Catorze Estados-Membros da União Europeia (UE) indicaram a existência de 
mCPP em comprimidos apreendidos. Um dos países menciona que foram efectuadas 12 apreensões 
envolvendo um total de 81040 comprimidos de mCPP [45] e a Suécia, a França, Áustria e Lituânia 
relataram apreensões de mCPP [44]. Em 2006, treze Estados-Membros da UE e a Noruega notificaram 
apreensões de BZP, no nosso país registaram-se apreensões de pasta e pó [37]. 
A Expert Advisory Committee on Drugs (EACD) refere que a produção, na Nova Zelândia, em 2003, 
atingiu os 1,5 milhões de doses de BZP [46]. A Social Tonics Association of New Zealand (STANZ) estima 
a venda de um número superior a 8 milhões de doses de BZP, no mesmo país, até ao ano de 2005 
[14,47]. Por mês, só na Nova Zelândia, são comercializadas 150.000 doses de party pills, o que é 
indicativo de um consumo disseminado [15].  
1.4 Contexto legislativo das drogas relacionadas com a piperazina 
Devido à sua facilidade de aquisição e ao seu estatuto legal, estes compostos tornaram-se drogas 
populares. O consumo abusivo, cada vez mais frequente, de BZP e TFMPP observado nos EUA, 
impele a que a DEA, a 18 Julho de 2002, anuncie a sua intenção de regulamentar estes compostos [25]. 
Deste modo, após 2 meses, foi emitida uma resolução que colocava, a título provisório, a BZP e a 
TFMPP na Schedule I of the Controlled Substance Act (CSA) [48]. O que significa a sua presença, à 
semelhança do que acontece com a MDMA [44] desde 1985 [9], na Categoria I das substâncias 
controladas, consideradas com potencial elevado para o consumo abusivo, sem benefício 
terapêutico/médico conhecido, e cujo consumo apresenta riscos mesmo sob vigilância médica, e deste 
modo, tornando o seu consumo ilegal no país. No entanto, em 2004, devido à ausência de evidências 
objectivas no que se refere aos riscos para a saúde pública, a TFMPP foi retirada da referida lista, 
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abrindo um precedente, foi a primeira vez que um composto foi retirado da CSA [15]. Destituída a 
TFMPP do carácter de ilegalidade, só a BZP permanece na CSA [49].  
Na UE, estes compostos não estão sujeitos a legislação específica, à excepção de dois Estados-
Membros (Dinamarca e na Grécia) ao abrigo da legislação de controlo das drogas [37,45], da Suécia, 
Malta e Bélgica que controlam a BZP ao abrigo da legislação de controlo das drogas ou equivalente 
[37], e da Espanha e Holanda que controlam a BZP ao abrigo da legislação sobre medicamentos [37]. 
Na Suécia, desde 1 de Março de 2003, a BZP encontra-se sob regulamentação da Act of the Prohibition of 
Certain Goods Dangerous to the Health [36] e na Bélgica desde 18 de Outubro de 2004 (Royal Decree on 
Psychotropic Substances). Na Dinamarca a BZP, TFMPP, mCPP e MeOPP são consideradas ílicitas desde 
3 de Dezembro de 2005 [50] e na Grécia encontram-se sob regulamentação da Law 1729/87 (Table A) 
e portanto sujeitas às mesmas medidas de controlo aplicadas à cannabis, heroína ou MDMA [37,45]. 
Em Malta a BZP é considerada uma substancia psicotrópica desde Junho de 2006 (Medical and Kindred 
Profession Ordinance: Chapter 3 – Section A). Na Irlanda o comércio de BZP é restringido a indivíduos 
com idade inferior a 18 anos [37]. A 22 de Março de 2007 o Conselho da UE determinou uma 
avaliação de riscos relacionados com o consumo da BZP e poderá decidir (final de Julho) sujeitar esta 
droga a medidas de controlo na UE. 
Em 2003, o consumo de drogas relacionadas com a piperazina foi proibido no Japão (Narcotics and 
Psychotropics Control Law) [51], após serem apreendidos, no país, comprimidos com BZP e TFMPP na 
sua composição [18,52]. Na Nova Zelândia, em Abril de 2004, a EACD [46] refere a inexistência de 
informação concreta e suficiente para que possam ser regulamentadas (de acordo com a Misuse of Drugs 
Act, 1975), mas alerta para a necessidade de o seu consumo ser vigiado e adverte para que a sua 
presença no mercado como suplemento dietético seja revista [16,46]. Em Julho de 2005, o comércio 
destas drogas é restringido a indivíduos com idade inferior a 18 anos [14,15]. Deste modo, cria-se uma 
nova categoria de drogas: controladas e, simultaneamente, lícitas [14], non-traditional designer 
substances [16]. Na Austrália são restringidas em alguns Estados [12,53].  
Em 2005 a New Zealand Sports Drug Agency baniu a BZP das competições desportivas [14] e a World 
Anti-Doping Agency (WADA) [54] apresenta-a como uma das substâncias estimulantes identificadas 
pelos laboratórios acreditados. A 1 de Janeiro de 2007, entre as piperazinas, apenas a BZP foi incluída 
na lista das substâncias proibidas pela WADA [55]. 
1.5 Formas de apresentação das drogas relacionadas com a piperazina 
Estes compostos são, em geral, comercializados na Internet, em discotecas, festas particulares e raves, 
na forma de comprimidos, que possuem uma grande variedade de formas, cores e dimensões e 
impressos com símbolos diversos [37,48] (Figura 1-1). Podem também ser comercializados na forma 
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de cápsulas e pó [37,44], a forma líquida é pouco habitual [48], refere-se a existência de tónicos, ditos 
sociais [15,16]. 
Uma das razões para o seu rápido incremento respeita à percepção de que são seguras. Um dos 
contributos para esta ideia generalizada prende-se com a sua forma de administração. De aparência 
inofensiva, comprimidos coloridos e brilhantes com logótipos atractivos são frequentemente, 
considerados inócuos pelos consumidores, por oposição às drogas injectáveis, além de que não estão 
associados a efeitos colaterais (e.g. doenças infecciosas). O seu baixo custo, facilidade de transporte, 
aquisição e consumo podem ser outros factores importantes para a sua popularização. Os símbolos, 
gravados nos comprimidos, transmitem ao consumidor a ideia de que os comprimidos têm o mesmo 
efeito. No entanto, a composição e a concentração podem diferir bastante de comprimido para 
comprimido. 
     
 
Chanel (Pink) 
TFMPP 
 
Arc-en-ciel, 
Arlequin 
mCPP 
 
Smiley 
BZP+TFMPP 
(10:1) 
 
 
Plain Tablet 
(Blank) 
BZP+TFMPP+ 
Cocaína+DXM)i 
 
 
Mitsubishi blanc  
mCPP 
 
Versace  
mCPP 
 
Roll's Royce 
 mCPP 
 
 
Coeurs rose 
mCPP 
 
Lacoste-blanc 
mCPP 
 
Mitsubishi rose 
mCPP 
 
Purple Tart 
BZP+TFMPP 
(1:1) 
 
Wannabe 
TFMPP 
 
Green Fly 
BZP+TFMPP 
(1:1) 
 
Sem designação 
BZP+TFMPP 
(10:1) 
 
Sem designação 
mCPP 
Figura 1-1. Comprimidos e cápsulas de drogas relacionadas com a piperazina. 
 
Ecstasy é a denominação comum mais conhecida da MDMA, porém outras designações vulgares 
podem ser referidas: “E”, “X”, “XTC” e “ADAM”, por exemplo [2,11]. De igual modo, às drogas 
relacionadas com a piperazina também são atribuídas designações comuns. A título de exemplo, 
referem-se para a BZP: “Legal E”, “Legal X” [33] numa clara alusão ao seu estatuto jurídico face à 
MDMA. “Pseudo X.T.C” e “A2” [23,30], “Herbal ecstasy” [14]. A TFMPP é designada na gíria como 
                                                           
i Dextrometorfano (DXM). 
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Misty ou Molly [56,57], sendo este último nome também atribuído à MDMA [22]. Arlequin e Arc-en-ciel, 
Rainbow e X4 são designações associadas à mCPP [45,58]. 
de Boer et al. [23] referem em 2001 que todas estas piperazinas eram promovidas na Internet como 
drogas de abuso e à excepção da BZP, não se apresentavam ainda em formas farmacêuticas. Hoje, 
decorridos seis anos, a existência na Internet de inúmeros sites especializados no comércio de drogas 
que não se encontram regulamentadas e das piperazinas em particular é um indício da oferta, da 
procura e da sua facilidade de aquisição.  
São conhecidos, actualmente, uma centena de nomes comercializados/sinónimos [14,15]. Apresentam-
se na Figura 1-2 algumas das apresentações e denominações comerciais de BZP e/ou TFMPP que se 
encontram à venda na Internet. Na generalidade, ostentam denominações apelativas (e.g. Jump®, 
Euphoria®, Kandi® e Move®). 
 
Figura 1-2. Embalagens de comprimidos e cápsulas de drogas relacionadas com a piperazina à venda na Internet. 
 
Promovidas como suplementos dietéticos e energéticos (e.g. Frenzy, Exodus, Charge e Rapture) [12] na 
Nova Zelândia, estas drogas (referidas na vida nocturna como party pills, herbal highs ou dance pills) são 
aceites pela sociedade, sem o ónus de drogas, e consideradas como uma alternativa às drogas ilícitas. A 
BZP, por exemplo, é comercializada legalmente (e.g. Nemesis®) como estimulante [30], bebida 
energética (e.g. Ammo®) [59,60] e apropriada para dançar. Neste país, era publicitada na televisão e 
podiam ser adquiridas em estabelecimentos da especialidade, lojas de produtos naturais e até em 
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leitarias [15]. Em Abril de 2005, os locais de venda destes produtos foram restringidos a discotecas e 
clubes nocturnos [59]. 
O consumo destes compostos parece ser circunstancial, em conexão com determinados 
acontecimentos (e.g. festas) ou em certas circunstâncias (e.g. por simples curiosidade, por imitação de 
comportamentos em determinados grupos de indivíduos), sempre com um objectivo definido, a 
diversão. Podem, no entanto, extravasar, da utilização ocasional em festas podem passar a ser utilizadas 
para aumentar o rendimento desportivo ou para estudar, como refere em Southbeach-diet on-line [61], 
uma jovem consumidora ou como o anunciam na Internet os vendedores destes produtos. 
Por policonsumo de substâncias entende-se o consumo combinado ou alternado de substâncias 
diversas [1], lícitas e ilícitas, sintéticas ou não [8]. Deste modo, pretende-se maximizar e minimizar os 
efeitos positivos e negativos respectivamente, e suprimir os efeitos adversos de outras substâncias 
psicoactivas. A BZP, por exemplo, é consumida como substituto de drogas ilícitas (e.g. MDMA) mas 
também é utilizada em associação com elas, para intensificar os seus efeitos [33], promover o aumento 
da vigília e diminuir os efeitos depressores do álcool e/ou cannabis [46]. Os resultados obtidos por 
Gee et al. [14] apontam para um quadro de policonsumo, sendo o álcool o principal composto 
envolvido, seguido da marijuana, do óxido nitroso e outras drogas (e.g. MDMA, LSD). Esta situação é 
agravada pelo facto de nos comprimidos existirem ainda outras substâncias activas (e.g. cocaína, DXM) 
[34], por exemplo, a Rapture e a Exodus apresentam na sua composição uma mistura de BZP e TFMPP 
[12,22]. Estima-se que o rácio BZP:TFMPP seja de 2:1 nos comprimidos apreendidos nos EUA [30,35] 
e 3:1 na Nova Zelândia [15]. 
Estas party pills apresentam na sua composição, além dos compostos já referidos, uma grande variedade 
de substâncias, as quais se sabe atenuarem os efeitos adversos após a “experiência” ou alterarem a sua 
natureza [15]. Sabe-se que o consumo abusivo de anfetaminas leva à depleção de serotonina e 
dopamina, deste modo, com a inclusão de triptofano (um percursor da serotonina) e de tirosina 
(percursor da dopamina) nos comprimidos, pretende-se minimizar estes efeitos [15]. O mesmo autor 
refere, a título de exemplo, que a embalagem de “recuperação” que acompanha o pacote de 6 
comprimidos de Altitude contem 5-hidroxi-triptofano, minerais, aminoácidos e as vitaminas B, C e F. 
Electrólitos, aminoácidos e extractos de plantas (e.g. pimenta negra, extracto de ginseng) são também 
adicionados aos comprimidos e/ou cápsulas, presumidamente para promover a imagem de que são 
naturais, saudáveis e, deste modo, seguras [15].  
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2 Piperazinas: Aspectos gerais e farmacológicos 
2.1 Estrutura química e classificação das piperazinas 
A designação de piperazina é atribuída a um composto orgânico heterocíclico, composto cíclico 
hexagonal, que contém no anel saturado, além do carbono e do hidrogénio, dois heteroátomos de 
azoto em posições opostas. Como sinónimos referem-se: 1,4-diazaciclo-hexano; piperazidina [62,63] e 
perhidro-1,4-diazina [64]. 
 
 
 
 
 
Figura 2-1. Estrutura química da piperazina. 
A génese desta denominação, possivelmente, é atribuída à similaridade química que apresenta com a 
piperidina (Figura 2-2:b), existente em pequenas quantidades na pimenta preta (Piper nigrum L.) [62]. A 
pimenta preta (Figura 2-3) e outras plantas da família das Piperaceae contêm, nos seus frutos, a piperina 
(Figura 2-2:a), que quando extraída em condições alcalinas e em meio alcoólico a temperatura elevada 
origina a piperidina [62,65]. 
 
 
 
 
 
 
Figura 2-2. Estrutura química de alguns constituintes da Piper nigrum L. (a) Piperina; (b) Piperidina. 
O nome parece sugerir que são derivados das plantas do género Piper sp., mas tal não corresponde à 
verdade, a piperazina não é um composto de origem natural, pelo contrário, é obtida por síntese 
química [66]. Poderá ser esta a explicação para o facto das drogas de abuso derivadas da piperazina 
N
H
N
O
O
O
(a)      (b) 
Piperina      Piperidina 
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serem consideradas drogas naturais, drogas seguras, e apelidadas de “herbal ecstasy” “herbal highs”. A 
presença de Piper nigrum L. e/ou Capsicum annuum L., esta última da família Solanaceae, em alguns 
comprimidos e cápsulas (e.g. Frenzy, Charlie) comercializados na Internet poderá ser fruto desta ideia 
generalizada de que são extraídas de plantas. 
 
Figura 2-3. Piper nigrum L. — folhas e frutos imaturos [67]. 
Ao longo deste trabalho, a designação genérica de piperazinas é sinónimo de um grupo de substâncias 
químicas utilizadas como drogas de abuso, que contém na sua estrutura o núcleo de piperazina e, 
ligado a este, um radical aromático resultante da substituição de um protão no átomo de azoto do 
heterociclo.  
Piperazinas Y R1 R2 R3 
 
 
 
 
  
  
1-benzilpiperazina (BZP) CH2 H H H 
1-(3,4-metilenodioxibenzil)piperazina (MDBP) CH2 H OCH2O 
1-(4-metoxifenil)piperazina (MeOPP) — H H OCH3 
1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP) — H Cl H 
1-(3-trifluorometilfenil)piperazina (TFMPP) — H CF3 H 
Figura 2-4. Estrutura química das drogas de abuso relacionadas com a piperazina. 
 
De acordo com a natureza química dos substituintes no heteroátomo, classificam-se as piperazinas em: 
1-fenilpiperazinas, aquelas em cuja estrutura química o átomo de azoto está ligado a um grupo fenilo; e 
em 1-benzilpiperazinas, aquelas em que o átomo de azoto está ligado a um grupo benzilo (um grupo 
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metilo separa o anel aromático do heterociclo). Nas fenilpiperazinas verifica-se a substituição no anel 
aromático em meta por um átomo de cloro (mCPP) ou um radical trifluorometilfenil (TFMPP) e em 
para por um grupo metoxilo (MeOPP). Nas 1-benzilpiperazinas só a MDBP é substituída no anel 
aromático, com um grupo metilenodioxi. Esta última, ainda que referida na literatura como droga de 
abuso, não foi utilizada neste trabalho, por razões que se prenderam com a impossibilidade da sua 
aquisição. 
2.2 Propriedades físico-químicas das piperazinas 
Todas as piperazinas em estudo são bases orgânicas, o valor da constante de ionização (pKa) é 
superior a oito [68,69] e o valor de pKa das 1-fenilpiperazinas (mCPP, TFMPP) pouco se altera, a 
percentagem de ionização a pH 7,4 e a 37º C varia entre os 80%, para os derivados com o menor pKa, 
e os 97%, para aqueles cujo pKa é mais elevado (pKa, 9,1-9,4). Assim, parece que as piperazinas em 
condições fisiológicas estão protonadas [69]. 
Tabela 2-1. Dados físico-químicos das drogas relacionadas com a piperazina utilizadas na parte 
experimental deste trabalho. 
Composto BZP TFMPP mCPP MeOPP 
CAS(*) 2759-28-6  15532-75-9  6640-24-0  38212-30-5  
Massa molecular 176,26  230,23 196,68 192,26  
Fórmula molecular C11H16N2 C11H13F3N2  C10H13ClN2  C11H16N2O  
Ponto de fusão (ºC) 17-20  — 210-214  42-47 
Ponto ebulição (ºC) 145760mmHg 65-7215mmHg 145-1503mmHg 130 
Pressão de vapor(**) 
(10-3 mmHg) 
— 1,87 0,479  — 
Constante de Henry  
(10-8 atm.m3/mol) 
— 
9,84  
 
0,839  
 
— 
Solubilidade em água 
(mg/L) 
— 2600  7310 — 
pKa (***) 9,59  8,66  8,64/ 8,72 9,00  
LogP (oct/ag) (ŧ) — 2,43 2,11 — 
 (*)  CAS: Chemical Abstracts Service; 
(**) a 25ºC; 
(***) a 37ºC; 
(ŧ)  Log P (oct/ag): Logaritmo do coeficiente de partição do composto entre o octanol e a água. 
 
2.3 Utilização terapêutica das piperazinas 
O sildenafil (Viagra®), a ciclizina [15], a ciprofloxacina e outras fluorquinolonas, os quais pertencem a 
grupos farmacológicos distintos, constituem exemplos de fármacos que possuem o anel heterocíclico 
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da piperazina, na sua estrutura molecular. A piperazina é usada como intermediário químico na 
produção de determinados detergentes e produtos farmacêuticos [30,51]. Utilizada em Portugal como 
anti-helmíntico nas parasitoses intestinais produzidas por Ascaris lumbricoides e Enterobius vermicularis (e.g. 
Pipermel® e Pipertox®), não é considerado um fármaco de primeira escolha no nosso país [70].  
Actualmente, não são conhecidas utilizações terapêuticas da BZP no Homem. Originalmente 
sintetizada pelos Wellcome Reseach Laboratories, em 1944, como um potente anti-helmíntico [29], a BZP 
nunca foi comercializada, dada a sua eficácia relativa e os efeitos adversos (e.g. convulsões) observados 
em mamíferos [14]. Esta substância revertia os efeitos sedativos da tetrabenazina nos ratos e 
murganhos, indiciando uma actividade antidepressora (Miller et al., 1971; trabalho não publicado, 
citado por Bye et al. [28] e Campbell et al. [29]). A BZP é o metabolito activo da piberalina, 
denominação comum internacional (DCI) de um pró-fármaco antidepressor, o Trelibet® (antes 
designado por EGYT-475) [71,72], não comercializado em Portugal. Um pró-fármaco é um composto 
inactivo farmacologicamente, mas que in vivo pode ser convertido num outro composto com actividade 
farmacológica. A BZP também faz parte da estrutura química da befuralina (DCI), um fármaco 
experimental, atribuindo-se à primeira a responsabilidade pelos efeitos estimulantes deste fármaco [73]. 
A mCPP, uma 1-arilpiperazina com actividade farmacológica no Sistema Nervoso Central (SNC) [69], 
é o composto melhor caracterizado farmacologicamente de entre as piperazinas. É um metabolito 
activo de fármacos antidepressores, considerados atípicos, como a trazodona (Trazone AC®, 
Triticum®, Triticum AC®, comercializados em Portugal), nefazodona e etoperidona [69,74-76] e 
tranquilizantes como o mepiprazole [69,76]. Relacionada farmacologicamente com o dapiprazole [69], 
a molécula faz parte da estrutura da cloperidona e mefeclorazina [27]. 
A TFMPP é um metabolito da antrafenina, um fármaco analgésico e anti-inflamatório [69,77] e da 
fluprazina, um protótipo das denominadas serenics drugs (fármacos que reduzem o comportamento 
agressivo) [78]. Faz ainda parte da estrutura química da terciprazina, frabuprofen e lorpiprazole [79,80]. 
2.4 Farmacocinética das piperazinas  
A farmacocinética relaciona-se com o estudo dos processos de absorção, distribuição, 
biotransformação e eliminação das drogas (ou fármacos), após a sua administração no organismo [81]. 
Para que as piperazinas produzam os efeitos pretendidos é necessário a sua introdução no organismo 
vivo (administração), deste modo, estas drogas podem atingir a circulação sanguínea (absorção). A sua 
distribuição através do sangue permitirá que alcancem as células, tecidos e órgãos-alvo, onde exercem a 
sua acção farmacológica. A biotransformação destes compostos antecipa a sua eliminação do 
organismo (e.g. na urina), ainda que esta última possa ser efectuada sob a forma inalterada. Aos 
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produtos resultantes dos processos de biotransformação denomina-se, genericamente, de metabolitos 
da droga administrada.  
2.4.1 Processos de Absorção 
As piperazinas como drogas de abuso são administradas quase exclusivamente por via oral, na forma 
de comprimidos ou cápsulas [37,58] e absorvidas pelo tracto gastrointestinal. As propriedades 
lipofílicas de alguns destes compostos permitem a sua passagem através das membranas biológicas e, 
deste modo, facilitam a sua absorção. Após a administração de uma dose de 100 mg os efeitos 
induzidos pela BZP perduram no tempo durante 6 a 8 horas [37]. O tempo necessário para atingir a 
concentração plasmática máxima (Tmax) é, de acordo com Feuchtl et al. [82], de uma a duas horas após 
a administração da mCPP. Após administração oral de uma dose de mCPP (0,5 mg/Kg) a 
concentração plasmática máxima (Cmáx) é de 30,8 ng/mL e o Tmax é obtido aos 120 minutos [83]. 
Dadas as apreensões de algumas piperazinas (e.g. BZP, mCPP) na forma de pó, não poderá ser 
excluída a possibilidade destas drogas serem administradas por via parenteral, intranasal (aspiração 
nasal) ou pulmonar (fumada) [30,33,37]. A administração da BZP por via intravenosa (i.v.) como forma 
de diminuir o tempo de latência dos efeitos e aumentar a sua intensidade é descrita por alguns 
consumidores, apesar de referirem efeitos dolorosos devido à alcalinidade [14]. 
A dose típica de BZP para utilização recreativa varia entre 20 a 200 mg, um a dois comprimidos [30,84] 
e 70 a 1000 mg [14]. Ainda que a dose de BZP aconselhada seja de um a dois comprimidos [14] é 
recomendada a ingestão de doses adicionais, se após as duas horas iniciais os efeitos manifestados 
ficarem aquém dos desejados. No que respeita à mCPP as doses encontradas nos compridos 
apreendidos variam entre 2 a 46 mg [44]. As apreensões de pó revelam a existência do princípio activo 
em baixa percentagem (5 a 8%) e, por vezes, adulterado com cocaína [44]. A dose de TFMPP 
considerada como “activa” é variável e dependente dos efeitos desejados pelos consumidores. Refere-
se que uma dose de 25 mg pode ser suficiente para a obtenção dos efeitos empatogénicos (do inglês, 
empathogen, geram sentimentos de empatia com os outros que o rodeiam), enquanto que doses de 75 a 
105 mg permitem a obtenção de efeitos entactogénicos (do inglês, entactogen, promovem o contacto 
com o eu interior e com os outros, sentimentos de harmonia) [22]. Para a MeOPP 1 mg/Kg de massa 
corporal corresponde à dose estimada para utilização recreativa deste composto [85]. 
Os estudos farmacocinéticos revelam que a biodisponibilidade da mCPP (capacidade da composto 
atingir a corrente sanguínea na forma activa) varia entre 12 a 84% [82] ou 14 a 108% [86], o que indicia 
uma variabilidade interindividual elevada. No que respeita ao tempo de semi-vida (t1/2) da mCPP, ou 
seja o tempo necessário para que a concentração da droga se reduza a metade, descreve-se em 
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voluntários humanos 4,2 horas [87], entre 2,6 a 6,1 horas após administração per os (p.o.) e 2,4 a 6,8 
horas após administração i.v. [82]. Para a TFMPP o t1/2 é de 66 minutos [88]. 
A via de administração determina, em geral, o aparecimento de diferenças acentuadas nas 
concentrações dos fármacos administrados (e.g. trazodona) e dos seus metabolitos (e.g. mCPP), 
consistentes com o efeito de primeira passagem após a administração oral, e dependendo o rácio das 
concentrações, entre o fármaco e o seu metabolito, do fluido biológico considerado (e.g. plasma, 
sangue) [69]. A mCPP no Homem é um metabolito minor da trazodona representando 0,15% da dose 
na urina após uma administração oral de 150 mg de trazodona [87]. As drogas administradas per os são 
sujeitas ao efeito de primeira passagem no fígado onde são metabolizadas precedendo a sua 
distribuição no organismo. Deste modo, apenas a fracção remanescente da droga será distribuída pela 
corrente sanguínea, dado que, em geral, a fracção da droga que foi biotransformada será inactiva 
farmacologicamente e eliminada pelo organismo. Por outro lado, a trazodona, apesar de ser 
farmacologicamente activa, após a metabolização produz a mCPP, um metabolito activo.  
2.4.2 Processos de Distribuição 
Uma vez no sangue, as piperazinas distribuem-se entre os eritrócitos e o plasma e, neste último, entre a 
fracção aquosa e a proteica. A ligação da mCPP e TFMPP às proteínas plasmáticas é fraca, 30 a 40% 
[69,88]. No que respeita quer à BZP quer à MeOPP estes dados são inexistentes. Para a generalidade 
das 1-arilpiperazinas, a razão entre as concentrações sanguíneas e plasmáticas das piperazinas (rácio 
sangue/plasma) é próxima da unidade (e.g. para a mCPP é de 1,1), revelando uma distribuição 
equitativa entre os glóbulos vermelhos e o plasma. No entanto, a TFMPP (o rácio sangue/plasma é de 
3,0) constitui uma excepção, dado que se concentra nos eritrócitos [69,88].  
Para que drogas como as piperazinas exerçam a sua acção farmacológica e provoquem uma resposta 
farmacodinâmica, em particular, no SNC, estas necessitam de alcançar o tecido nervoso, para tal, têm 
que atravessar a barreira hematoencefálica. Deste modo, a sua actividade central é extensivamente 
determinada pela velocidade e extensão com que conseguem penetrar no tecido nervoso. O que está 
relacionado, por sua vez, com as características lipofílicas dos compostos, a sua ligação às proteínas 
plasmáticas e a sua constante de ionização [69]. Em ratos, o volume de distribuição (VD) da mCPP (4,0 
L/kg) e da TFMPP (16,2 L/kg) excede o volume de água corporal total, indicando uma distribuição 
tecidular extensa [69,88]. Após administração i.v. as piperazinas distribuem-se em grande extensão nos 
rins, fígado e pulmões e, em menor amplitude, no coração e músculo-esquelético [88]. As 
concentrações encontradas no SNC são sempre mais elevadas quando comparadas com as 
concentrações sanguíneas [69]. 
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2.4.3 Biotransformação 
Ao conjunto dos processos celulares através dos quais os xenobióticos são modificados quimicamente 
de modo a facilitar a sua eliminação denomina-se de biotransformação. No processo de 
biotransformação diferenciam-se duas fases ou etapas metabólicas. Numa primeira fase (Fase I) 
englobam-se reacções químicas de natureza distinta (e.g. oxidação, redução, hidrólise) com alterações 
da estrutura química da molécula, cujo objectivo é a obtenção de metabolitos mais polares, menos 
lipofílicos. Numa fase posterior (fase II), os metabolitos formados durante a fase I ligam-se 
covalentemente a moléculas endógenas (glucuronidos, sulfatos). Os produtos destas reacções 
denominam-se genericamente de metabolitos conjugados e observa-se um aumento da 
hidrosolubilidade da molécula. A biotransformação dos xenobióticos nos seus metabolitos ocorre 
principalmente a nível hepático e conduz, em geral, a compostos mais polares, mais hidrofílicos, o que 
facilita a sua eliminação do organismo [81]. 
 
As principais reacções das piperazinas na etapa I da biotransformação são a hidroxilação aromática 
simples (BZP, TFMPP, mCPP) e a O-desmetilação aromática (MeOPP). A hidroxilação aromática 
consiste na introdução de grupos hidroxilo no anel aromático com subsequente formação das 
correspondentes hidroxi-piperazinas. Na O-desmetilação a perda do grupo metilo por quebra da 
ligação éter-benzílica transforma a MeOPP num metabolito hidroxilado. A N-desalquilação, uma via 
metabólica menos importante, conduz à formação de aminas primárias (derivados da etilenodiamina e 
da anilina). As principais reacções metabólicas da fase II são reacções de conjugação com o ácido 
glucurónico (glucuronidação) ou com o radical sulfato dos metabolitos hidroxilados (sulfatação), 
respectivamente, por uridina difosfato (UDP) glucuronosiltransferases (UGT) e sulfotransferases [19].  
A BZP, por oposição às outras piperazinas, não é extensivamente metabolizada, sendo eliminada na 
urina sob a forma inalterada, predominantemente [13]. No entanto, Tsutsumi et al. [51] referem que a 
percentagem de BZP eliminada na urina nas 48 horas subsequentes à sua administração (dose de 5 
mg/Kg) representa apenas 6,7% da dose administrada, decorrido esse intervalo de tempo o composto 
não foi detectado.  
O metabolito major da BZP é a 4-hidroxi-benzilpiperazina (Figura 2-5:2) [32,51]. Os metabolitos 
hidroxilados da BZP são detectados na urina decorridas 48 horas da sua administração, sendo que a 4-
hidroxi-benzilpiperazina e a 3-hidroxi-benzilpiperazina (Figura 2-5:3) representam respectivamente 
0,43% e 0,02 % da dose administrada [51]. A detecção do anel heterocíclico (Figura 2-5:5) ou da 
benzilamina (Figura 2-5:6) não será de grande utilidade dado que são eliminados em quantidades 
vestigiais e metabolitos comuns a outras drogas (MDBP) ou fármacos (zopiclone, cinarizina) [32,89], o 
primeiro, como já referido, é comercializado em Portugal como anti-helmíntico. Por outro lado, um 
Capítulo 2 – Piperazinas: Aspectos gerais e farmacológicos 
_______________________________________________________________________________________ 
 
16 
método de triagem baseado na detecção de 1-(4-hidroxi-3-metoxi-benzil)piperazina (Figura 2-5:4) 
também poderá conduzir a interpretações erróneas porque este composto é ainda um metabolito da 
MDBP [90] e do fipexide, um pró-farmaco da MDBP [89].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2-5. Representação esquemática do metabolismo da BZP: BZP (1); 4-hidroxi-benzilpiperazina (2); 3-
hidroxi-benzilpiperazina (3); 1-(4-hidroxi-3-metoxi-benzil)piperazina (4); piperazina (5) benzilamina (6); N-
benziletilenodiamina (7) [13,32]. 
 
A TFMPP (Figura 2-6:1) é extensivamente metabolizada pelo organismo, sendo eliminada na urina, 
predominantemente sob a forma alterada [13], representando 0,7% da dose administrada [91]. A 4-
hidroxi-trifluorometilfenilpiperazina é o metabolito major da TFMPP [18,91]. Na fase II distingue-se 
ainda, além da glucuronidação e sulfação, a acetilação parcial dos derivados da anilina, provavelmente 
por acção de N-acetiltransferases [13,80]. 
Staack et al. [80] referem que a interpretação toxicológica aquando da identificação da TFMPP deverá 
ser criteriosa, dado que este composto é um metabolito da antrafenina. No entanto, este fármaco 
comercializado na França com a designação de Stakane® foi já retirado do mercado [92]. A fluprazina, 
seu precursor [78] como já referido, não se encontra à venda em Portugal. No entanto, a molécula da 
TFMPP faz parte da estrutura química da terciprazina, frabuprofeno e lorpiprazole [79,80]. A 
leflunomida, um fármaco utilizado no tratamento da artrite reumatóide comercializado em Portugal 
(Arava®) [93], é metabolizada a 4-triflurometilanilina [80]. Além de que a hidrolise ácida utilizada no 
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procedimento para a detecção deste fármaco conduz à formação da 3-triflurometilanilina cujo espectro 
de massa é semelhante, o que poderá conduzir a interpretações erróneas [80], se o tempo de retenção 
do composto (Tr) não é conhecido.  
 
Figura 2-6. Representação esquemática do metabolismo da TFMPP nos ratos: TFMPP (1); hidroxi-
trifluorometilfenilpiperazina (OH-TFMPP), dois isómeros (2); N-(3-trifluorometilfenil)etilenodiamina (3); N-
(hidroxi-3-trifluorometilfenil)etilenodiamina (4); 3-trifluorometilanilina (5); N-acetil-3-trifluorometilanilina (6); 
hidroxi-3-trifluorometilfenilanilina (7); N-acetil-hidroxi-3-trifluorometilanilina (8,9); conjugação com o ácido 
glucurónico (10,11) e com sulfatos (12) [13,80]. 
 
No que respeita à mCPP a metabolização é de tal forma extensa que Mayol et al. [94] não detectam a 
sua presença na forma inalterada, na urina de ratos. O metabolito major é a para-hidroxi-
clorofenilpiperazina [95] (Figura 2-7:2,3) não detectado na forma não conjugada por Mayol et al. [94] e 
comum a outros fármacos (e.g. trazodona e nefazodona) [95,96]. Noutro estudo é detectada a presença 
de mCPP sob a forma inalterada (Figura 2-7:1) assim como do metabolito major sob a forma livre [27]. 
Em contraste com o metabolismo da TFMPP, não foi detectada a presença de N-(hidroxi-3-
clorofenil)etilenodiamina não acetilada. Porém, os metabolitos relacionados com a anilina são também 
parcialmente acetilados [13], provavelmente por N-acetiltransferases, as quais se sabe serem 
responsáveis pelas reacções da fase II dos derivados da anilina (Figura 2-7:7,8,9,10) [27]. 
Será necessária a diferenciação dos fármacos precursores da mCPP quando a presença desta droga for 
confirmada. Dado que o composto é um metabolito de fármacos como a trazodona, subsistirá a 
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necessidade de verificar se o fármaco está presente ou os seus metabolitos. Só em caso negativo se 
pode presumir que a presença de mCPP é compatível com uma administração para utilização 
recreativa. Por outro lado, refere-se que alguns dos metabolitos da mCPP não são exclusivos deste 
composto. Alguns herbicidas (e.g. barbane, clorbufame e clorprofame) apresentam como metabolito a 
3-cloroanilina (Figura 2-7:5). O buturon, um herbicida, apresenta na sua estrutura a molécula de 4-
cloroanilina cujo espectro de massa é similar. A N-(3-clorofenil)etilenodiamina (Figura 2-7:4) também 
pode ser detectada na urina, ainda que como metabolito minor, após administração quer da trazodona 
quer da nefazodona [27]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2-7. Representação esquemática do metabolismo da mCPP nos ratos: mCPP (1); hidroxi-
clorofenilpiperazina, 2 isómeros (2,3); N-(3-clorofenil)etilenodiamina (4); 3-cloroanilina (5); N-acetil-3-
cloroanilina (6); hidroxi-3-cloroanilina (7,8); N-acetil-hidroxi-3-cloroanilina (9,10) [13,27]. 
 
A MeOPP é extensivamente metabolizada [13,85]. Porém, ao contrário das outras piperazinas, a via 
metabólica mais importante é a O-desmetilação do grupo metoxilo do anel aromático [85,97]. O 
metabolito hidroxilado 1-(4-hidroxifenil)piperazina é o seu metabolito mais abundante [85,97] e sofre 
conjugação com o ácido glucurónico e sulfatos [13]. No entanto, a 1-(4-hidroxifenil)piperazina é 
igualmente um metabolito comum a fármacos com utilização terapêutica como a dropropizina e 
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oxipertina [98], respectivamente um antitússico comercializado em Portugal com a designação de 
Catabina® e Catabina Expectorante® e um antipsicótico (Integrin®, Inglaterra) [99]. 
A degradação metabólica do anel heterocíclico origina os correspondentes derivados da etilenodiamina 
e da anilina, respectivamente N-(4-metoxifenil)etilenodiamina e 4-metoxianilina [13,97]. A 4-
hidroxianilina é um metabolito comum à MeOPP, dropropizina e oxipertina [85,98] o que poderá 
originar equívocos [85]. A 4-hidroxianilina é parcialmente glucoconjugada e sulfatada. O metabolito 
resultante da acetilação da 4-hidroxianilina, a N-acetil-4-hidroxianilina, é o fármaco analgésico 
conhecido como paracetamol [85,98]. Por outro lado, a hidrólise do paracetamol conduz à formação 
da 4-hidroxianilina. Deste modo, é necessária a existência de uma metodologia analítica que permita a 
diferenciação de uma administração de MeOPP como droga de abuso de uma administração 
terapêutica de um fármaco. Neste sentido, deverá ser efectuada a detecção da MeOPP e da N-
fenilpiperazina dado que a primeira não é um produto resultante do metabolismo da oxipertina e a 
última não é observada após a biotransformação da MeOPP [85] ainda que o seja na conversão 
metabólica da dropropizina [85,98]. Além de que existem alguns fármacos como o urapidilo 
(Ebrantil®, Portugal), um fármaco anti-hipertensor, a enciprazina, a fluanisona, a milipertina, os dois 
últimos considerados antipsicóticos, cujos metabolitos 1-(2-metoxifenil)piperazina [23,69,85] e os 
correspondentes metabolitos hidroxilados apresentam um espectro de massa similar, ainda que o seu 
Tr possa ser diferenciado [23,85]. Refere-se ainda a existência de apreensões de 1-(2-
metoxifenil)piperazina destinadas a uma utilização recreativa [40,43,85]. 
A biotransformação dos xenóbióticos é, na generalidade, enzimática. De um modo geral, as reacções 
da fase I são catalisadas por enzimas do citocromo P-450 localizadas no retículo endoplasmático dos 
hepatócitos. Ainda que outros órgãos possam apresentar capacidade metabólica (rins, tracto 
gastrointestinal, pulmões) [81]. O citocromo P450 apresenta na sua constituição várias isoenzimas, 
sendo que a CYP 2D6, CYP 3A4 e a CYP 1A2 são as principais implicadas no metabolismo das 
piperazinas. O conhecimento do polimorfismo genético das isoenzimas do citocromo P450 
responsáveis não só pela biotransformação das piperazinas como pelo metabolismo dos xenobióticos, 
em geral, é indispensável para o conhecimento da toxicocinética e a avaliação dos riscos toxicológicos 
[100]. No que respeita à hidroxilação aromática da mCPP e à O-desmetilação da MeOPP, os estudos 
efectuados na identificação das isoenzimas CYP envolvidas nestas vias metabólicas revelam que são 
catalisadas exclusivamente pela CYP 2D6 [95,97,101]. Outros ensaios evidenciam o seu envolvimento 
na hidroxilação da TFMPP. In vitro, as isoformas CYP 2D6, CYP 3A4 e a CYP 1A2 catalisam a 
hidroxilação da TFMPP, ainda que a primeira o faça de forma mais significativa [100] representando 
80,9%, 7,6 e 11,5%, respectivamente [13].  
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2.4.4 Processos de Eliminação 
A eliminação das piperazinas ocorre principalmente por via renal, sendo que na urina estas drogas são 
eliminadas na forma inalterada em quantidade reduzida, inferior a 1%, para as mais lipofílicas (e.g. 
mCPP e TFMPP) [88]. Refere-se, decorridas 24 horas após a sua administração, a presença na urina de 
0,3% e 0,5%, 0,4% da dose administrada respectivamente de TFMPP, mCPP e BZP [51,88]. 
 
2.5 Acção farmacológica das piperazinas  
2.5.1 Mecanismo de acção das piperazinas no sistema nervoso central (SNC) 
O conhecimento do mecanismo de acção das piperazinas permitirá compreender os efeitos fisiológicos 
e psicológicos revelados após o consumo destas substâncias. A BZP, a TFMPP e a mCPP aumentam 
as concentrações extracelulares dos neurotransmissores (e.g. serotonina, dopamina, noradrenalina), 
sendo que este mecanismo de acção farmacológica ocorre tanto por inibição da recaptação do 
neurotransmissor (NT) como por estimulação dos receptores pré-sinápticos. Ainda que se encontrem 
semelhanças no mecanismo de acção das piperazinas, entre si e entre outras drogas de abuso, não 
obstante, subsistem algumas diferenças relacionadas com a magnitude dos seus efeitos nos sistemas 
serotonérgico e dopaminérgico. 
A BZP e as piperazinas halogenadas aumentam as concentrações extracelulares de serotonina (5-HT) 
[56,102-105], à semelhança da MDMA [56,106]. No entanto, quando se comparam os efeitos da 
MDMA e das piperazinas, a primeira é mais potente e eficaz no que se refere à capacidade para 
estimular a libertação de 5-HT endógena [56,105]. Os efeitos da mCPP são comparáveis em magnitude 
aos observados com a fenfluramina, um inibidor do apetite, à semelhança da TFMPP [107]. Quando 
comparada à TFMPP, a BZP é muito menos eficaz na libertação de 5-HT [56].  
Na Internet, os consumidores descrevem a existência de similaridades entre os efeitos psicoactivos 
induzidos pela TFMPP e os obtidos após o consumo de ecstasy [22]. Atendendo ao seu efeito na 
transmissão serotonérgica, e ao facto da TFMPP imitar, ainda que parcialmente, os efeitos da MDMA 
[31], a presença de TFMPP nos comprimidos comercializados como ecstasy poderá agora ser 
compreendida [35].  
O mecanismo molecular de acção das piperazinas responsável por este aumento de 5-HT no SNC 
envolve a inibição da recaptação sináptica do NT pela BZP, TFMPP, mCPP [103,105,107,108] e, em 
analogia com a acção farmacológica da MDMA [106,109], é mediada pela actividade de substrato nas 
proteínas transportadoras de serotonina (SERT’s), dado que os bloqueadores selectivos destes 
transportadores membranares (e.g. inibidores selectivos da recaptação de serotonina, IRSS) 
Capítulo 2 – Piperazinas: Aspectos gerais e farmacológicos 
_______________________________________________________________________________________ 
 
21 
antagonizam a libertação de 5-HT induzida pelas piperazinas e o aumento da neurotransmissão 
serotonérgica é independente do Ca2+ [56,104,107,109]. Neste aspecto, a mCPP é um substrato 
potente e selectivo para os SERT’s, cuja potência é mesmo comparada com a do substrato endógeno 
(5-HT) [109]. 
A BZP, à semelhança da anfetamina e metanfetamina, estimula a libertação de dopamina (DA) [110]. 
In vivo, o aumento das concentrações de 5-HT e DA está relacionado com as doses de BZP e mCPP e 
TFMPP administradas, ainda que com a administração da primeira os efeitos no sistema 
dopaminérgico sejam predominantes [56,102,104,109]. Nestas últimas (mCPP e TFMPP), em paralelo 
com a MDMA [106], o aumento induzido nas concentrações de 5-HT é dominante [56,109]. Quando 
se comparam as acções no sistema serotonérgico e dopaminérgico da MDMA com as piperazinas, a 
primeira é sempre um libertador mais potente de 5-HT e de DA [56,109]. Nos terminais nervosos 
dopaminérgicos a BZP, TFMPP e mCPP interagem com o transportador membranar de DA (DAT) 
aumentando a concentração de DA na fenda sináptica, por bloqueio da sua recaptação 
[56,102,104,108,110]. No que se refere à BZP, este aumento é abrupto e fugaz, consistente com o 
perfil farmacológico de um fármaco libertador de DA do tipo substrato para o DAT, ou drogas como 
a anfetamina e a MDMA, com o mesmo modo de actuação [56,106,109].  
Com base nestes resultados experimentais, e à luz dos conhecimentos actuais, dir-se-á, em jeito de 
resumo, que as três piperazinas aumentam a transmissão serotonérgica e dopaminérgica, deste modo, 
apresentam um mecanismo de acção misto. Observe-se, porém, que a acção da BZP no sistema 
dopaminérgico é dominante, a anfetamina, estruturalmente distinta, apresenta um modo de actuação 
idêntico. Pelo contrário, a mCPP e a TFMPP agem predominantemente no sistema serotonérgico, em 
analogia com a MDMA. No entanto, esta sinopse é redutora, dado que despreza os efeitos da sua co-
administração. 
O trabalho de Baumann et al. [56] evidencia esta preocupação. In vivo, a co-administração de BZP e 
TFMPP provoca um aumento das concentrações extracelulares de 5-HT e DA que depende da dose 
administrada. Em doses baixas (3 mg/kg) estes efeitos são semelhantes aos induzidos pela MDMA (1 
mg/kg) e mimetizam o mecanismo de acção molecular desta última. Deste modo, os autores 
encontram os mecanismos neuroquímicos subjacentes à utilização recreativa da BZP em associação 
com a TFMPP, os quais permitem explicar os efeitos subjectivos descritos pelos consumidores ao 
associarem estas drogas. Contudo, em doses elevadas (10 mg/kg) a associação da BZP e TFMPP (1:1) 
suscita um incremento dramático nos níveis de DA e 5-HT, no entanto, o efeito é mais enérgico na 
transmissão dopaminérgica. O aumento observado nas concentrações extracelulares de DA produzido 
pela co-administração destes dois compostos é muito mais elevado do que a soma dos efeitos de cada 
um deles quando administrados isoladamente, indícios de um efeito sinergético na transmissão 
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dopaminérgica quando estas drogas são associadas. No entanto, o mesmo não se observa na 
transmissão serotonérgica, o aumento da concentração extracelular de 5-HT induzida pela co-
administração de BZP e TFMPP, é similar ao valor preditivo da soma do efeito de cada uma delas 
quando administradas individualmente [56]. Além de que este aparente sinergismo in vivo não é 
observado in vitro, o que poderá ser atribuído a factores farmacocinéticos [56].  
 
Por sua vez, numerosos trabalhos demonstraram a afinidade destes compostos para os receptores da 5-
HT, da DA e da noradrenalina (NA).  
 
O mecanismo de acção da BZP no SNC envolve efeitos agonistas nos receptores 5-HT1 [71,108]. In 
vivo, a activação directa dos receptores pós-sinápticos serotonérgicos é um dos mecanismos de acção 
principais da TFMPP [103]. Ainda que reconhecida a actividade da TFMPP como agonista não 
selectivo nos subtipos de receptores 5-HT2C [111,112], o seu perfil de ligação aos vários receptores 
serotonérgicos é complexo. Se por um lado se atribui alguma preferência pelos subtipos 5-HT1B [113-
115], por outro, questiona-se esta selectividade e refere-se que apresenta potência farmacológica similar 
nos subtipos de receptores 5-HT1A, 5-HT1B e 5-HT2C [116]. Noutros ensaios farmacológicos, foi 
também demonstrado que a TFMPP é um antagonista dos receptores 5-HT2A [112]. De facto, o seu 
mecanismo de acção é, no essencial, serotonérgico. Porém, a actividade de agonista nos receptores 
serotonérgicos, por si só, não será o único responsável pelas funções fisiológicas e comportamentais da 
TFMPP, como foi evidenciado pela sua acção nos SERT’s. A mCPP interage com onze subtipos de 
receptores de neurotransmissores [117]. Nos receptores serotonérgicos evidencia maioritariamente 
propriedades agonistas não selectivas, porém, efeitos antagonistas também são descritos. George et al. 
[118], referem por ordem decrescente de afinidade os subtipos 5-HT2C [119] , 5-HT3, 5-HT2A, 5-HT1A 
[102,104,120], 5-HT7 e 5-HT6, 5-HT2B [102], 5-HT1B [119,121]. A mCPP é um agonista do subtipo 5-
HT2C mas um antagonista dos 5-HT2A [112,121,122], à semelhança da TFMPP. Porém ao contrário 
desta última, é um antagonista dos 5-HT3 periféricos [123] e 5-HT2B [124]. A sua afinidade para alguns 
dos receptores 5-HT é comparada em potência à dos SERT’s, este facto poderá explicar porque ao 
contrário da d-fenfluramina, que é de igual modo um substrato para os SERT’s, não provoca depleção 
nos níveis extracelulares de 5-HT a longo prazo [102]. 
A mCPP e a TFMPP apresentam afinidade para os receptores dopaminérgicos [125], sendo a primeira 
considerada um antagonista destes receptores [117], à semelhança do mecanismo de acção dos 
fármacos neurolépticos (ou antipsicóticos) que bloqueiam os receptores dopaminérgicos.  
 
Por outro lado, os autoreceptores adrenérgicos dos neurónios pré-sinápticos podem modificar a 
neurotransmissão inibindo a libertação de NA. A BZP é considerada um antagonista dos receptores α2 
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pré-sinápticos [126] e, deste modo, ao inibir o mecanismo de retrocontrolo provoca um aumento da 
NA (estimulação simpática). Porém, num outro ensaio farmacológico refere-se que a BZP não é um 
antagonista dos adrenoreceptores α2 pré-sinápticos porque não antagoniza o efeito inibitório da 
clonidina [127], um fármaco agonista dos receptores α2 centrais, utilizado em Portugal no tratamento 
da hipertensão arterial e no síndrome de abstinência aos opiáceos. Para estes autores, a potenciação da 
transmissão noradrenérgica é atribuída à inibição da recaptação sináptica de NA, sendo que o aumento 
extracelular de NA é observado ao nível periférico [126] e central [108]. A afinidade de ligação da 
TFMPP aos α2-adrenoreceptores é considerada fraca, quase inactiva [125]. Porém, a sua afinidade para 
os receptores adrenérgicos não é consensual [121]. A mCPP revela alguma afinidade para os 
adrenoreceptores α2 periféricos [104], cuja actividade intrínseca é mais elevada quando comparada à 
TFMPP [125], sendo considerada um antagonista dos receptores adrenérgicos α2 [117,128]. No 
entanto, os ensaios são discordantes, já que por vezes após administração da mCPP não se verifica um 
aumento da libertação de NA [109]. 
No que respeita à MeOPP foi efectuada uma pesquisa bibliográfica no programa de pesquisa científica 
Pubmed (base de dados bibliográficos da National Library of Medicine). Esta pesquisa incidiu nos 
vocábulos 1-(4-methoxyphenyl)piperazine e MeOPP e inclui todos os artigos publicados até à data de 
término da pesquisa: 15 de Março de 2007. Nenhum dos artigos aborda a acção farmacológica do 
composto ou os efeitos que produz no organismo. 
2.6 Farmacodinâmica das piperazinas  
Neste capítulo descrevem-se os efeitos farmacológicos e tóxicos das piperazinas subjacentes ao 
mecanismo de acção destes compostos.  
2.6.1 Efeitos no SNC 
A BZP e a mCPP induzem alterações do estado anímico (e.g. euforia) [46,86,129]. À primeira atribui-se 
ainda a diminuição da fadiga, aumento do estado de alerta com perturbações do ritmo sono-vigília, que 
se traduzem num aumento da vigília, sensações de bem-estar e aumento da energia [46]. Após a 
administração de mCPP estão descritos efeitos psicológicos de natureza subjectiva, sentimentos 
positivos, em particular uma sensação de bem-estar, empatia, euforia [130], comparáveis aos efeitos 
subjectivos positivos da MDMA [131,132] e os efeitos estimulantes e alucinogénios são similares aos 
induzidos após o consumo de MDMA, LSD e psilocibina [131,132]. Como já referido, o consumo de 
drogas recreativas tem por finalidade a diversão [2,9] e são estes efeitos de euforia e sensações de bem-
estar, efeitos subjectivos positivos, que o consumidor procura nas party pills. A BZP ao atenuar a fadiga 
e aumentar a vigília permite ao consumidor conservar a energia, e deste modo, dançar durante várias 
horas (dance pills). Por outro lado, a MDMA é referida na literatura como uma droga de abuso que 
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pertence a uma nova categoria farmacológica denominadas de drogas entactogénicas. O aumento da 
empatia, o sentimento de proximidade que se desenvolve com os outros, quer seja emocional ou físico, 
e a introspecção são alguns dos efeitos que as caracterizam [11,133]. A mCPP e a TFMPP são também 
identificadas pelos consumidores de substâncias entactogénicas [22,131].  
Por outro lado, a mCPP induz disforia [86,129], alterações súbitas, ainda que momentâneas, do estado 
de ânimo. A BZP e a mCPP provocam náuseas e vómitos [14,131,134]. Em conjunto com os efeitos 
subjectivos positivos, após a administração de mCPP surgem os efeitos subjectivos negativos como a 
ansiedade e a confusão [131,132]. No Homem, este composto desencadeia ansiedade, depressão, 
despersonalização, perda de noção da realidade e ataques de pânico em indivíduos saudáveis [129,135-
137]. Em indivíduos com distúrbios psiquiátricos, a administração do composto exacerba os sintomas 
da doença, já que suscita ou agrava ataques de pânico em pacientes com perturbações de pânico, 
obsessão em doentes obsessivo-compulsivos, agorafobia, sintomas positivos em doentes com 
esquizofrenia e induz sintomas físicos de ansiedade em distúrbios ansiosos [104,128,130,136,138]. 
Observando-se, por vezes, discrepâncias nos efeitos da mCPP entre indivíduos saudáveis e indivíduos 
com doença mental diagnosticada [139,140]. A indução de enxaquecas é outro efeito indesejável da 
mCPP [86,134,138,141]. O facto da mCPP agravar os sintomas psicóticos da esquizofrenia e motivar 
adição nos cocainómanos abstinentes sugere que a administração do composto aumenta os níveis de 
DA [104]. Um estudo clínico revela que após a administração de mCPP (0,5 mg/kg, p.o.) um síndrome 
serotonérgico foi observado em alguns indivíduos [142]. De acordo com Austin e Monastério [12], a 
BZP pode ser responsável por psicoses agudas. Num indivíduo, esta caracterizou-se por delírio 
persecutório, associado a alterações da percepção da realidade: alucinações visuais e auditivas. Após 
incendiar o quarto, o indivíduo saltou da janela, num segundo andar, uma acção semelhante às 
observadas frequentemente em consumidores de LSD. 
À semelhança da mCPP, a administração de TFMPP induz respostas ansiogénicas em modelos 
animais, desencadeia reacções de medo [78,143,144] e reduz a agressividade em roedores de diversas 
espécies [78,145]. A mCPP, por vezes, diminui a agressividade e o medo [130].  
A BZP, isolada ou em associação com a MDMA, desencadeia o aparecimento de convulsões 
[14,84,146]. A TFMPP aumenta a frequência das convulsões induzidas pela cocaína, em roedores, 
apesar de, paradoxalmente, quando administrada na ausência da segunda pareça possuir um efeito 
protector nos estados convulsivos [15]. A co-administração de BZP e TFMPP, em ratos, induz o 
aparecimento de convulsões e ataxia. As convulsões são de curta duração e os animais recuperam 
plenamente ao fim de uma hora. No entanto, as convulsões induzidas por estes dois compostos 
ocorrem com doses próximas das necessárias para que se verifique a actividade biológica, o que indicia 
uma margem terapêutica estreita [56]. Face a um quadro de policonsumo destas substâncias, entre si e 
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com outras substâncias, como refere Gee et al. [14], o aparecimento de convulsões entre as reacções 
adversas não será singular. Os resultados obtidos por Baumann et al. [56] reforçam este pressuposto e 
sugerem que a associação da BZP e TFMPP pode colocar em risco a vida dos consumidores. 
 À mCPP atribui-se um efeito anti-convulsivo [147,148]. Porém, a administração sistémica de mCPP e 
TFMPP, a ratos, em doses elevadas provoca o aparecimento de convulsões, e no extremo ocasiona a 
morte de um número elevado de animais [121]. Refere-se o aparecimento de convulsões após a 
administração da mCPP como droga recreativa [45,58]. 
2.6.2 Efeitos no sistema cardiovascular 
Após auto-administração de BZP evidencia-se à periferia os seus efeitos simpaticomiméticos no 
sistema cardiovascular (e.g. hipertensão arterial e taquicardia), atribuindo-se a responsabilidade destes 
efeitos à acção da BZP sobre os adrenoreceptores α2 periféricos [14,53]. Num estudo prospectivo, em 
32% dos indivíduos observa-se no electrocardiograma (EGC) um prolongamento do intervalo QT 
corrigido (QTc) [14], o que pode desencadear arritmias ventriculares complexas e, deste modo, ser 
causa de morte súbita. Após a administração de mCPP também se descreve taquicardia e hipertensão 
arterial ainda que consideradas como ligeiras e, por vezes, inexistentes, alterações no EGC: diminuição 
do intervalo QT e prolongamento no intervalo PR, mas estas alterações são moderadas 
[86,118,131,134]. A TFMPP não induz taquicardia [149], mas observa-se bradicardia e hipotensão 
arterial em ratos [150]. 
2.6.3 Efeitos na temperatura corporal 
A BZP, a TFMPP e a mCPP induzem hipertermia em ratos a temperaturas ambientes elevadas (e.g. 
28ºC) [108,151], porém, as duas últimas induzem hipotermia em murganhos e ratos à temperatura 
ambiente (20±1ºC) [152].  No Homem, o aumento da temperatura corporal é descrito após a ingestão 
de BZP como droga de abuso [14,53], ainda que, em circunstâncias fatais, quando foi consumida em 
associação com a MDMA, se observasse hipotermia (34,1ºC) [146]. Em estudos clínicos observa-se 
hipertermia após administração da mCPP [86,118,134], sendo que este aumento da temperatura 
corporal é igual em magnitude na mCPP (0,5 a 0,75 mg/kg) e MDMA (1 a 2 mg/kg) [131].  
Se considerarmos que estas substâncias são consumidas, em geral, em locais de diversão nocturna, 
discotecas, locais fechados, com pouca ventilação, na presença de um número elevado de indivíduos, e 
em que se dança toda a noite, de modo extenuante, sujeitos a temperaturas elevadas e à desidratação, 
estes factores podem favorecer o aparecimento de hipertermia. Por outro lado, a actividade física 
extrema e o calor produzem sudação profusa e, consequentemente, a perda de sódio em quantidade 
elevada. A ingestão de água em quantidades excessivas como forma de minorar o calor acompanha este 
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processo, o qual apresenta como resultado uma hemodiluição e hiponatrémia. A passagem de água do 
sangue para os tecidos, inclusive o cérebro, é a etapa subsequente e encontra-se descrita após o 
consumo de MDMA [9] e de BZP em associação com a MDMA (edema cerebral) [146]. A 
desidratação pode estar associada ao consumo de BZP, e deste modo, os riscos de re-hidratação 
excessiva, podem estar presentes [46]. Este efeito é descrito na literatura, na morte de uma jovem, após 
o consumo de BZP em associação com a MDMA e a ingestão de dez litros da água [146].  
A questão do exercício físico intenso não deve portanto ser menosprezada, estas drogas são 
consumidas para conceder energia, não só visando a diversão mas também para obter maior 
rendimento em actividades desportivas [61]. Não é, portanto, surpreendente que a New Zealand Sports 
Drug Agency afastasse a BZP das competições desportivas [14] e a WADA [55] interditasse o seu 
consumo a partir deste ano de 2007. 
2.6.4 Efeitos no comportamento motor 
No Homem, os efeitos estimulantes psicomotores produzidos pela BZP são similares aos produzidos 
pela dextroanfetamina. Os estudos efectuados por Bye et al. [28] e Campbell et al. [29] sugerem, no 
entanto, que esta última é dez vezes mais potente. A estimulação psicomotora induzida pela anfetamina 
tem sido atribuída à DA [106], deste modo, dada a analogia do seu mecanismo de acção com a BZP, 
idêntico papel deste NT poderá ser atribuído aos efeitos da BZP. Além da hiperactividade, refere-se a 
existência de movimentos involuntários da cabeça, comportamentos estereotipados e tempo de 
reacção diminuído no Homem [14]. A administração de TFMPP não altera a actividade psicomotora 
nos ratos, sugerindo-se que a libertação do NT mediada pelos SERT’s isoladamente (isto é na ausência 
de um libertador de DA) pode não ser suficiente para induzir hiperactividade motora [56]. A mCPP e a 
TFMPP decrescem a actividade motora espontânea em ratos e roedores expostos a novos ambientes 
[121,153]. Baumann et al. [56] consideram que a não diminuição da actividade motora após a 
administração de TFMPP, nas suas experiências, possa ser atribuída ao facto dos ratos já se 
encontrarem habituados às condições ambientais.  
Por oposição ao observado após administração de MDMA [106], a administração simultânea de BZP e 
TFMPP em doses baixas (3 mg/kg, i.v.) não aumenta a actividade motora em ratos mas em doses 
elevadas (10 mg/kg, i.v.) suprime a actividade e induz o aparecimento de convulsões e ataxia [56]. 
Consequentemente, observam-se diferenças consideráveis entre a TFMPP, a BZP e a MDMA no que 
respeita à actividade motora, as quais podem ser atribuídas a acção directa das piperazinas nos 
receptores pós-sinápticos [56].  
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2.6.5 Efeitos neuroendócrinos 
Os efeitos neuroendócrinos parecem relacionar-se com a acção destas drogas no sistema 
serotonérgico. No Homem, a mCPP induz a libertação mediada pelo hipotálamo de cortisol e 
prolactina plasmática [83,86,130,131,154], hormona adrenocorticotrópica (ACTH) [118,139,154] e 
hormona do crescimento (GH) [134,136,140], e a sua magnitude depende da dose administrada [134]. 
Influenciam a temperatura e o comportamento [134] e são extensivamente utilizados como marcadores 
da função serotonérgica em várias perturbações psiquiátricas e na investigação dos mecanismos 
farmacológicos na ansiedade [104,135,136,139,155]. Observando-se diferenças entre indivíduos 
deprimidos e saudáveis [140] e, entre sexos, em jovens adolescentes [134]. A mCPP, devido às suas 
propriedades serotonérgicas, e em particular à sua acção como agonista dos 5-HT2C, tem sido muito 
usada clinicamente como marcador da função serotonérgica [104,134-136,139,155]. 
2.6.6 Efeitos nos comportamento alimentar e sexual 
A mCPP e a TFMPP diminuem o apetite e induzem anorexia em ratos [156,157]. No Homem, a 
mCPP diminui o apetite e provoca perda de peso [158,159]. 
 
O aumento da transmissão serotonérgica observada após administração de TFMPP e mCPP inibe o 
comportamento sexual em murganhos [113], o que não deixa de adquirir particular relevância se 
pensarmos que associado ao consumo de MDA (love drug) e MDMA se encontra descrito um aumento 
da sensualidade e do desejo sexual, e que as piperazinas são consumidas como substituto destas drogas, 
a predisposição para o acto sexual, conferida pela sensação de intimidade e de proximidade e o 
comportamento de desinibição induzidos por estes compostos, dificilmente poderá ser concretizado.  
2.6.7 Potencial das piperazinas para induzir um consumo abusivo 
Um estudo clínico efectuado em indivíduos consumidores de anfetaminas revelou que, nas doses 
utilizadas, os efeitos fisiológicos e subjectivos provocados pela BZP e d-anfetamina eram 
indistinguíveis [29]. Deste modo, estes autores previam já em 1973 que este composto apresentava 
potencial para desencadear o consumo abusivo e alertaram para a necessidade da BZP ser 
regulamentada à semelhança das anfetaminas [29]. No entanto, esta advertência não foi adoptada por 
nenhum país [32] e os ensaios clínicos foram abandonados [14]. 
 
A BZP age como um reforço positivo no macaco rhesus, tão eficaz como o da cocaína. Nos animais 
treinados para discriminar a anfetamina do placebo, a BZP mimetiza todos os efeitos das anfetaminas 
[35]. Os resultados obtidos por Fantegrossi et al. corroboram, mais uma vez, o potencial para o 
consumo abusivo desta substância, à semelhança do que acontece com as anfetaminas [35]. Em 
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estudos realizados em animais, a TFMPP substitui como estímulo discriminativo a acção de inúmeras 
drogas. Substitui como estímulo discriminativo a mCPP [114,115] e o inverso também está descrito 
[119,160], apesar da mCPP revelar uma potência inferior [115]. Refere-se ainda o etanol [161,162], a 
MDMA [31,114] e a N-etil-3,4-metilenodioxianfetamina (MDE) [163], o que revela potencial para o 
consumo abusivo desta substância. No entanto, e por oposição à BZP, a TFMPP não funciona como 
reforço positivo no macaco rhesus treinado para auto-administração de cocaína, nem substitui como 
estímulo discriminativo a anfetamina no macaco rhesus [35], nem a 4-metil-2,5-dimetoxianfetamina 
(DOM) ou o LSD, ambas alucinógenicas, em ratos [115,160,164]. 
A administração concomitante de BZP e TFMPP suscita uma resposta inferior à da BZP quando 
isolada. A co-administração destes compostos parece constituir um reforço menos efectivo que a BZP 
quando administrada isoladamente [35]. 
A mCPP não funciona como reforço positivo no Homem por comparação com o placebo, 
contrastando com o efeito da MDMA e da anfetamina. No entanto, quando comparados os três 
compostos, os efeitos subjectivos positivos são similares entre eles [131]. O efeito de reforço é a 
melhor predição do potencial de uma droga para desencadear um consumo abusivo, não obstante, os 
estudos que descrevem os seus efeitos subjectivos contribuírem para a compreensão do fenómeno 
[131]. No que respeita à utilização da mCPP como droga de abuso, os efeitos psicológicos revestem 
particular interesse [27], dado que produz efeitos euforizantes semelhantes aos provocados pelo etanol 
em alcoólicos abstinentes [118,165], adictos da cocaína [166,167] e consumidores de MDMA em 
abstinência [129]. Após administração aguda de mCPP e TFMPP em ratos o consumo de etanol é 
diminuído [168,169]. E se, por vezes, no Homem a mCPP diminui o desejo compulsivo pela cocaína 
[167], e em alcoólicos abstinentes pelo álcool [118,165], por outro lado, refere-se que aumenta a 
probabilidade de recaída no alcoolismo [118,141]. No entanto, observam-se diferenças nas respostas 
obtidas entre alcoólicos abstinentes, em alguns indivíduos despoleta sentimentos de raiva e ansiedade 
[118]. 
Não existem evidências da dependência física da BZP quando administrada por via oral [46]. No 
entanto, refere-se que pode ocorrer tolerância aos efeitos psicológicos e fisiológicos produzidos por 
estas drogas (e.g. BZP e mCPP) [46,154], ainda que ao aumento da dose necessária para obter os 
efeitos pretendidos estejam associados efeitos adversos (e.g. náuseas), os quais podem restringir o 
consumo destes compostos em doses elevadas [46].  
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2.6.8 Efeitos tóxicos 
2.6.8.1 Intoxicação aguda 
A intoxicação aguda, por consumo excessivo, é uma complicação frequente. Geralmente acidental, 
ocorre quando se tenta obter um efeito mais intenso ou foi atribuído à latência dos efeitos [14]. Gee et 
al. [14] referem um consumo médio de 4,5 comprimidos/cápsulas por indivíduo (entre 1 e 25 
comprimidos!), sendo que os consumidores justificam este comportamento como consequência de não 
conseguirem obter o efeito desejado com o primeiro, e mesmo com o segundo comprimido. A 
existência de doses múltiplas e da demora de acção após a ingestão é corroborada no estudo efectuado 
por Bye et al. [28] em que os efeitos mensuráveis da BZP só se revelaram 2 horas, por vezes mais, após 
a ingestão oral, o que poderá explicar porque tantos indivíduos excedem a dose recomendada [15], 
entre 1 a 2 comprimidos [14]. O rácio sexo masculino: sexo feminino é de 1:1,3. As mulheres 
apresentaram com maior frequência efeitos adversos comparativamente aos indivíduos do sexo 
masculino, o que poderá ser explicado pelo menor peso corporal, já que a dose de BZP no mercado, 
entre 70 a 1000 mg, não contempla o peso do indivíduo [14]. 
 
A toxicidade foi caracterizada entre ligeira e moderada, persistindo algumas das reacções adversas 24 h 
após o consumo. Entre os sinais clínicos de intoxicação incluem-se insónias, ansiedade, agitação, 
cefaleia, confusão, ataques de pânico, náuseas, vómitos, palpitações, distonia, retenção urinária e 
estados convulsivos, constatando-se a presença de efeitos simpaticomiméticos (e.g. hipertensão e 
taquicardia) [14]. É esperado o sinergismo e o aparecimento de reacções adversas quando associada a 
IRSS [46]. 
 
A BZP e a TFMPP são irritantes cutâneos, consequentemente os indivíduos que as aspiram pelo nariz 
podem desenvolver erosões da mucosa do septo nasal e manifestarem lesões relacionadas com o local 
de administração da droga, por exemplo, após mastigarem os comprimidos [30]. Além de que dados os 
efeitos simpaticomiméticos a inalação do pó por vasoconstrição continuada poderá ser causa local de 
coriza intensa, rinite atrófica e perfuração do septo nasal à semelhança do que acontece com a cocaína. 
2.6.9 Mortes e intoxicações relacionadas com o consumo de drogas derivadas da 
piperazina 
O OEDT [170] utiliza o termo “mortes relacionadas com o consumo de drogas” para designar as 
mortes directamente provocadas pelo consumo de uma ou mais drogas psicoactivas e que 
simultaneamente ocorrem num curto espaço de tempo após o consumo. Estas mortes, referidas ainda 
por overdose por drogas de abuso, morte induzida por drogas ilícitas, ou morte directamente relacionada 
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com o uso de drogas, são atribuídas ao consumo excessivo e aos efeitos imediatos da(s) droga(s) 
[170,171]. Por outro lado, distingue-se a existência de mortes indirectamente relacionadas com o 
consumo de drogas, compreendendo esta designação a morte resultante de causas naturais ou as 
situações de morte violenta. As primeiras em consequência de patologias agudas ou crónicas associadas 
ao consumo (e.g. infecciosas, cardíacas). As segundas provocadas por agentes externos, nas quais se 
integram os homicídios, suicídios e acidentes, por exemplo, sob a influência de drogas de abuso [171]. 
A BZP foi associada a óbitos e alguns casos de intoxicação. Em 1999, na Suécia, após a morte de um 
jovem de 22 anos, a análise toxicológica post mortem revelou a presença de BZP, numa concentração de 
1,7 µg/g de sangue periférico, em associação com MDMA, MDA e tetrahidrocanabinol (THC) [36]. 
Na Suíça, uma morte de uma mulher de 23 anos foi registada após esta ter ingerido duas cápsulas de A2 
(BZP) e um comprimido de ecstasy numa rave [146]. No entanto, a BZP foi identificada novamente na 
Suécia, em 2002, numa amostra post mortem de um indivíduo de 24 anos em associação com a 
anfetamina e THC [37]. No Reino Unido, a BZP foi encontrada em amostras post mortem (sangue e 
urina) referentes a duas vítimas de acidente de viação, sendo também identificadas outras substâncias 
(e.g. canabinóides, cocaína, etanol, MDMA). 
As mortes e dados relativos às urgências hospitalares tendem a ser indicadores precoces do consumo 
de drogas [172]. Apesar da crença generalizada de que são drogas seguras e de toxicidade reduzida, os 
relatos de intoxicação não são invulgares, em particular, no que respeita à BZP e mCPP. No entanto, o 
número de intoxicações pode estar subestimado; em alguns países, as estatísticas nacionais referentes à 
informação hospitalar são difíceis de obter (e.g. Portugal). 
O Children's Hospital of Michigan [84] refere um caso de intoxicação. Um jovem de 16 anos foi admitido 
na urgência hospitalar com um episódio agudo de convulsões, após a ingestão de 2 a 3 comprimidos de 
ecstasy durante uma festa. A análise toxicológica revelou a presença de MDMA e BZP na urina [84]. Em 
2004, um artigo publicado no New Zealand Herald [53] relatava que, no espaço de um mês, 5 indivíduos 
tinham sido admitidos nas urgências hospitalares, em Dunedim, na Nova Zelândia, após a ingestão de 
BZP. Quanto aos sintomas apresentados menciona taquicardia, hipertensão e hipertermia. O consumo 
de BZP pode desencadear um episódio psicótico em indivíduos susceptíveis, encontrando-se descrita a 
sua ocorrência associada à ingestão da Rapture (que contém BZP e TFMPP) em associação com óxido 
nitroso e cannabis [12]. A análise toxicológica efectuada na urina revelou a presença maioritária de 
BZP e não evidenciou a presença de canabinóides ou álcool [12]. Na Suécia, entre 1999 e 2004, a BZP 
foi detectada em 56 amostras biológicas (urina e/ou sangue), isolada ou em associação com outras 
drogas, onze das colheitas foram efectuadas em indivíduos detidos nos estabelecimentos prisionais 
[36].  
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Gee et al. [14] num estudo prospectivo efectuado entre Abril de 2005 e Setembro de 2005, no serviço 
de emergência do Christchurch Hospital, na Nova Zelândia, registaram 80 ocorrências que envolveram 
um total de 61 indivíduos, com suspeita de intoxicação atribuída ao consumo de BZP. Os resultados 
obtidos neste estudo, realizado na população consumidora destas drogas recreativas (party pills), 
evidenciaram, entre outros, que os indivíduos envolvidos nestes contextos eram na sua maioria do 
grupo etário dos 15-36 anos. 
Malta e Reino Unido também descrevem a existência de BZP em amostras biológicas in vivo (sangue e 
urina) [37]. Em Malta, num hospital, entre Março e Dezembro de 2006 a BZP foi detectada em 14 
amostras de urina. Em três amostras, a BZP foi a única substância encontrada, em duas a MDMA 
também foi identificada, enquanto nas restantes foram identificadas mais do que duas substâncias 
psicoactivas (e.g. cocaína, MDMA, opiáceos, THC). No mesmo ano, entre Maio e Dezembro de 2006, 
no Reino Unido a BZP foi identificada em 5 amostras de urina in vivo, numa delas a BZP foi a única 
substância encontrada, sendo que nas outras 4 foi identificada também a TFMPP. No mesmo país, em 
Maio de 2006 durante um único fim semana, refere-se a admissão hospitalar de sete jovens após o 
consumo de comprimidos (4 a 9 comprimidos/indivíduo) supostamente de ecstasy ou anfetaminas 
adquiridos ao mesmo fornecedor. Na admissão revelavam sintomas de intoxicação simpaticomimética 
(midríase, ansiedade, agitação e taquicardia). A BZP foi detectada em 4 amostras, sendo que as 
concentrações encontradas em três dos casos (1,9, 1,9 e 2,5 mg/L) excedem a concentração referida 
em amostras post mortem [37]. 
Por outro lado, no Reino Unido as piperazinas foram associadas a um caso de agressão sexual, a BZP e 
a MeOPP foi detectada na urina da vítima [37]. 
Para além da BZP, TFMPP e MeOPP é também de realçar as intoxicações atribuídas à mCPP em 
França e na Bélgica, associadas a festivais de música [45,58]. 
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3 Métodos de preparação de amostras biológicas para 
separação cromatográfica  
A análise de amostras biológicas líquidas (e.g. plasma, soro, urina, sangue post mortem) ou sólidas (e.g. 
cabelo) por técnicas cromatográficas hifenadas requer um pré-tratamento da amostra, devido à 
complexidade das matrizes envolvidas, à sua incompatibilidade com os sistemas cromatográficos, e ao 
facto de muitos dos compostos a analisar se encontrarem em concentrações vestigiais [173,174]. O 
objectivo final de qualquer pré-tratamento da amostra é a obtenção do composto de interesse numa 
forma e concentração tal que possa ser rapidamente introduzida e separada no sistema cromatográfico 
[175,176], com selectividade e sensibilidade adequadas [177]. Por outro lado, a presença de compostos 
endógenos, como proteínas (e.g. albumina), lípidos (e.g. colesterol), lipoproteínas e sais, entre outros, 
incompatíveis com a coluna cromatográfica [174], responsáveis pela diminuição da eficiência extractiva 
[177,178] e pela sensibilidade do método [179], bem como a presença de moléculas de água 
incompatíveis com a coluna cromatográfica e o detector, restringem a análise directa da amostra 
biológica por cromatografia em fase gasosa (GC) associada a sistemas de detecção. Dado que em geral 
os compostos a analisar se encontram em quantidades vestigiais, a preparação da amostra permite 
aumentar a sensibilidade do método por concentração dos analitos no extracto obtido, e a preparação 
das amostras biológicas pode envolver ainda a hidrólise dos compostos conjugados, a precipitação das 
proteínas e a derivatização química, esta última antes ou após as etapas de extracção e purificação 
[173,180]. 
Os métodos descritos para o isolamento e concentração das piperazinas em amostras biológicas são a 
extracção líquido-líquido (LLE) e a extracção em fase sólida (SPE). A primeira é a técnica mais 
utilizada para a extracção das piperazinas em amostras biológicas, apesar de, como refere Bishop et al. 
[68], dada a natureza polar destes compostos, a sua extracção por LLE ser geralmente difícil. Por outro 
lado, a utilização da SPE como técnica de extracção encontra-se em franca expansão, reflectindo a 
tendência actual no que concerne ao isolamento de drogas de abuso a partir de matrizes biológicas. 
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3.1 Extracção líquido-líquido (LLE) 
3.1.1 Introdução 
A extracção por solventes (LLE) é uma técnica utilizada para separar, concentrar e purificar compostos 
orgânicos existentes numa fase líquida. Na LLE, estabelece-se o contacto entre duas fases líquidas 
imiscíveis e a transferência selectiva do analito da fase em que se encontra dissolvido (amostra 
biológica, fase aquosa) para a outra fase (solvente orgânico: n-hexano, diclorometano, etc).  
 
O coeficiente de partição do analito ou constante de distribuição (Kd), descrito pela razão entre a 
concentração do analito na fase orgânica (Corg) e a concentração do mesmo composto na fase aquosa 
(Caqu) (equação 1) é atribuído em função das diferenças de solubilidade do analito entre as duas fases 
[175] de acordo com a lei de Nerst, e é característico do composto em estudo para uma determinada 
temperatura e fases envolvidas no processo de transferência. 
equação 1 
aqu
org
d C
C
K =  
O valor de Kd pode ser incrementado quer pelo ajuste do pH da amostra biológica, para impedir a 
ionização de compostos ácidos ou básicos, quer pela adição de sais neutros, de modo a diminuir a 
solubilidade dos compostos orgânicos na fase aquosa. Por outro lado, a selecção do solvente orgânico 
condiciona a eficiência extractiva do analito por LLE [174], sendo ainda necessária a sua evaporação 
após a transferência de fase, com o objectivo de concentrar o analito. Deste modo, a utilização de 
solventes de ponto de ebulição baixo permite diminuir o tempo total da extracção. 
3.1.2 Extracção das piperazinas por LLE 
As piperazinas são bases fracas com valores de pKa superiores a 8,0 [68,69], encontrando-se ionizadas 
a pH fisiológico [69]. Assim sendo, o ajuste do pH da fase aquosa [68] a valores superiores ao pKa das 
piperazinas (e.g. pH 9,0) [18,51] neutraliza a carga positiva do átomo de azoto da molécula, tornando-a 
menos hidrofílica. Deste modo, a afinidade dos analitos para a fase orgânica será maior, aumentando 
consequentemente a eficiência extractiva. No entanto, a extracção das piperazinas em amostras de 
urina efectuada a pH 8-9 encontra-se descrita por Staack e Maurer [27,85] e Staack et al. [32,80], tendo 
os autores concluído que a utilização de um pH mais alcalino propiciaria a perda dos metabolitos 
hidroxilados das piperazinas, dado que o seu grupo fenólico se ioniza a valores de pH elevados.  
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Tsutsumi et al. [18] recorrem à saturação de amostras de urina com cloreto de sódio (NaCl) para a 
extracção da BZP e TFMPP, presumivelmente com a intenção de diminuir a solubilidade destes 
compostos na fase aquosa (recurso ao efeito salino).  
No que se refere à extracção das piperazinas por LLE, a análise da literatura revela a utilização de 
vários solventes orgânicos, entre os quais se incluem éter dietílico e acetato de etilo [68], diclorometano 
[181,182], benzeno [88,183], clorobutano [184], terc-butil-metiléter [185]. Alguns trabalhos referem a 
utilização de uma mistura de solventes como o diclorometano:isopropanol:acetato de etilo 
[27,32,80,85], diclorometano:dicloroetano:acetato de etilo [186], clorofórmio:2-propanol [18,51], 
heptano:3-metil-1-butanol a 1,5% [187]. Bishop et al. [68] ao compararem a eficiência do acetato de 
etilo e éter dietílico na extracção das piperazinas concluíram que as recuperações obtidas com o éter 
dietílico eram mais elevadas em amostras de água e de urina, excepto para a MeOPP. 
A separação dos diferentes compostos presentes numa amostra, ou a eliminação de interferentes 
existentes na matriz biológica, pode ser efectuada com base nas propriedades ácido-base dos analitos a 
separar [173]. Dadas as suas características básicas, as piperazinas podem, após alcalinização (e.g. 
hidróxido de sódio a 1 M) e isolamento na fase orgânica, reagir com um ácido (e.g. ácido clorídrico, 
ácido fosfórico), formando-se um sal solúvel na fase aquosa e insolúvel na fase orgânica. O composto 
assim obtido pode ser isolado nesta fase [68,88,187], enquanto que os interferentes ou outros 
compostos com propriedades ácidas ou neutras, são eliminados na fase orgânica. Após a separação das 
fases, o analito na forma de sal é convertido no composto original por alcalinização do meio, sendo 
novamente extraído da fase aquosa com um solvente orgânico adequado. 
A elevada solubilidade em água dos metabolitos conjugados requer conversão química em entidades 
menos polares, de modo a permitir o isolamento das drogas existentes nas amostras biológicas, sendo a 
hidrólise um procedimento geralmente utilizado com este propósito. Deste modo, o analito ficará sob 
a sua forma livre [18]. Os métodos descritos na literatura por cromatografia gasosa associada à 
espectrometria de massa (GC-MS) permitem a identificação dos metabolitos hidroxilados das 
piperazinas apenas após a hidrólise química e/ou enzimática dos conjugados [18,27,32,80,85].  
A hidrólise ácida (e.g. ácido clorídrico) é mais rápida (e.g. 15 minutos) quando comparada com a 
enzimática (e.g. β-glucuronidase/arilsulfatase) (12 horas) e mais eficiente na separação dos conjugados 
[80]. No entanto, alguns compostos são alterados ou destruídos durante o processo, o que inviabiliza a 
sua detecção [18,32,85]. Terminada a hidrólise a amostra é extraída e os analitos na forma livre são, em 
geral, derivatizados, separados por GC e identificados por espectrometria de massa (MS). 
No entanto, e em particular quando a LLE é aplicada em análises toxicológicas, as etapas de extracção 
e pré-concentração dos analitos são ainda as mais problemáticas de todo o procedimento analítico: são 
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lentas, apresentam a possibilidade de contaminação e a perda dos analitos durante o processo, 
possibilidade de formação de emulsões entre as fases, utilizam solventes tóxicos e possuem custos 
elevados [174]. Além disso, requerem volumes de amostra e de solventes orgânicos elevados [174,175] 
e a automatização do processo extractivo é complicada [174]. Neste contexto, vários métodos 
alternativos têm sido desenvolvidos, incluindo-se entre eles a SPE e a microextracção em fase sólida 
(SPME), sendo que esta última ainda não se encontra descrita para a extracção destes compostos.  
3.2 Extracção em fase sólida (SPE) 
3.2.1 Introdução 
O desenvolvimento desta técnica de preparação de amostras tem sido estimulado pela sua 
versatilidade: isolamento e concentração dos analitos, remoção dos componentes interferentes da 
matriz, derivatização química, troca de solventes (e.g. aquoso para orgânico) [179,188-190], bem como 
pela variedade das suas aplicações em áreas tão diversas como as análises ambientais [189-191], 
farmacêuticas [192], monitorização de fármacos [193], alimentares [194] e toxicológicas [179,188,195-
198], entre outras. As suas características, como a rapidez, a selectividade, a facilidade de automatização 
e, em particular, em relação à LLE, a redução do volume de solventes orgânicos utilizado, com o 
benefício que tal facto traz ao Homem e ao ambiente, a menor manipulação e morosidade do processo 
extractivo, a elevada recuperação e concentração do analito [175,199,200], a precisão elevada e a 
obtenção de extractos limpos [201], terão sido também factores preponderantes que têm vindo a 
motivar progressivamente a substituição da LLE por esta técnica, particularmente em análises 
toxicológicas. 
O objectivo principal da SPE consiste na remoção dos compostos interferentes presentes numa matriz, 
permitindo simultaneamente o isolamento e a concentração selectiva dos analitos [199]. A separação 
dos compostos existentes na amostra fundamenta-se no equilíbrio de distribuição do analito entre as 
duas fases envolvidas no processo extractivo: uma fase sólida, constituída por um sólido adsorvente, e 
uma fase líquida, a amostra que contém o analito [202]. 
Num processo de SPE, convencional, a amostra líquida passa através de uma coluna de polipropileno, 
ou vidro, que contém no seu interior o sólido adsorvente. Os mecanismos de retenção que se 
estabelecem entre o analito e a fase estacionária são análogos aos envolvidos na cromatografia líquida 
de alta eficiência (HPLC) [174,190]. No início, como resultado das interacções fortes que se 
estabelecem, o analito é retido pela fase sólida e, desta forma, isolado da matriz [190,200]. Os 
interferentes são então eliminados por limpeza da coluna. Posteriormente, por intermédio de um 
solvente orgânico, cujo volume é reduzido quando comparado aos volumes utilizados na LLE, o 
composto de interesse é eluído, selectivamente, da coluna [199], obtendo-se um extracto, de volume 
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reduzido, que contém os analitos concentrados [202]. A evaporação do solvente de eluição e a 
reconstituição do extracto num solvente apropriado à separação cromatográfica ou à electroforese 
capilar são as etapas subsequentes [199]. 
3.2.2 Mecanismos de extracção 
A diversidade das fases estacionárias disponíveis comercialmente possibilita a existência de vários 
mecanismos de interacção entre o analito e a fase estacionária. Estas interacções podem ser do tipo 
hidrofóbico (forças de van der Waals), polares (interacções por pontes de hidrogénio e forças dipolo-
dipolo) e/ou interacções de troca iónica [190], assumindo este facto particular importância, dado que 
permite, mediante a escolha do sólido adsorvente (e consequentemente do modo de retenção mais 
conveniente) obter uma maior selectividade quando comparada com a LLE [200,202]. Existem então 
quatro tipos básicos de mecanismos extractivos: fase reversa, fase normal, troca iónica e exclusão 
molecular [200], sendo esta última, no entanto, pouco aplicada no âmbito da toxicologia forense.   
O modo de separação mais utilizado na SPE é de fase reversa, em que a fase estacionária utilizada é 
apolar, isto é, as partículas adsorventes são hidrofóbicas, como por exemplo, a sílica ligada a grupos 
octadecilsilano (C18) e octilsilano (C8) [190,199]. As interacções hidrofóbicas que se estabelecem entre 
os analitos, com características apolares e a fase estacionária ocorrem por intermédio de forças de 
dispersão ou de van der Waals [190,200]. Os solventes de eluição são, em regra, apolares, podendo 
também ser utilizados solventes polares como metanol ou acetonitrilo [200].  
Por outro lado, na SPE de fase normal, a fase estacionária é polar, por exemplo, alumina e alguns tipos 
de sílica gel, florisil, cianopropilsilano (CN), aminopropilsilano [174,175,190], sendo as interacções 
hidrofílicas constituídas por pontes de hidrogénio e interacções dipolo-dipolo [175,190,200]. Este 
método aplica-se fundamentalmente à análise de compostos polares em amostras não polares [199], 
dado que estas últimas não competem com o analito na ligação ao adsorvente [200]. A eluição dos 
analitos é favorecida com a utilização de solventes polares que permitem a quebra das ligações entre o 
grupo funcional do composto e a superfície da fase estacionária [200]. 
Num terceiro mecanismo, SPE de troca iónica, as partículas sólidas do adsorvente contêm grupos 
funcionais de troca aniónica ou catiónica responsáveis pelas interacções electrostáticas que ocorrem 
entre os compostos iónicos, ou susceptíveis de sofrerem ionização, e o adsorvente com um grupo 
funcional de carga oposta [175,199]. Na realização de uma extracção recorrendo a este mecanismo de 
retenção, quando os compostos possuem grupos funcionais ionizáveis (e.g. ácidos carboxílicos e 
aminas) é crucial ajustar o pH da amostra para que estes possam ser isolados [200]. Soluções ácidas, 
básicas, ou tampões, de força iónica elevada, constituem os solventes de eluição [202]. Um eluente 
ácido, ou básico, converte o analito iónico na sua forma molecular [199], e a concentração elevada de 
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iões no tampão, ou a presença de um contra-ião com selectividade elevada para os grupos iónicos da 
fase estacionária, competem com o analito para os locais de troca-iónica e, desta forma, possibilitam a 
sua eluição [203,204]. 
Na SPE por exclusão molecular o mecanismo de separação baseia-se na dimensão do analito, nas 
dimensões dos poros da fase estacionária e na capacidade das suas moléculas para penetrarem nos 
poros. É um método mais recente e, em geral, utilizado em conjugação com fases estacionárias de fase 
reversa e de troca-iónica [200]. 
3.2.3 Fases estacionárias utilizadas na SPE 
As fases estacionárias utilizadas na SPE, à semelhança dos mecanismos extractivos envolvidos, são 
similares às usadas em cromatografia líquida [200]. 
 
A sílica, como fase não ligada, é polar e neutra [200]. A sílica gel é o adsorvente mais polar disponível 
comercialmente, sendo muito útil para a limpeza dos extractos na determinação de analitos apolares. 
Durante muitos anos, a sílica ligada a grupos n-alquilo foi usada como adsorvente universal em SPE, 
sendo ignorada a possibilidade de modificar a sua natureza química, no sentido de obter maior 
selectividade [199]. Entre as fases estacionárias apolares mais utilizadas referem-se as C8, C18, etilsilano 
(C2), butilsilano (C4), fenilsilano e ciclohexilsilano [190,200], sendo a fase em C18 a mais popular. No 
entanto, a situação alterou-se com a introdução no mercado de fases estacionárias constituídas por 
sílica modificada com grupos funcionais dadores ou aceitadores de electrões, imobilizados na sua 
superfície [199].  
 
Entre os diversos grupos funcionais polares ligados quimicamente a um suporte de sílica, encontram-se 
o cianopropil, aminopropil e o propildiol [175,190]. No que respeita às fases estacionárias de troca-
iónica, salientam-se o trimetilaminopropil e o carboximetil como grupos funcionais respectivamente de 
troca aniónica e catiónica [175]. Todavia, a sílica apresenta grupos silanol na sua superfície, pelo que, 
sendo estes ionizáveis, a sílica poderá por si só ser utilizada como fase estacionária de troca catiónica 
fraca [178,200] devido às interacções iónicas secundárias que estabelece com o analito [204]. 
 
A percentagem de carbono na fase ligada e a existência de grupos silanol no adsorvente permite alterar 
as propriedades da sílica [199]. Os grupos silanol residuais são muito polares, por oposição aos grupos 
hidrofóbicos ligados [199], pelo que podem ser “protegidos” [203,204]. À derivatização química dos 
grupos silanol residuais com cadeias curtas de silanos atribui-se a designação de “endcapping” [200,204]. 
A redução do número de grupos silanol à superfície da fase estacionária, que se verifica com a 
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derivatização, traduz-se numa diminuição das interacções secundárias polares e electrostáticas 
associadas à sua superfície [203].  
 
Dado que a retenção do analito ocorre à superfície do adsorvente, ela será tanto mais significativa 
quanto maior a área superficial da fase estacionária, o que exige a presença de uma estrutura porosa. 
De uma forma geral, a sílica é muito útil como adsorvente, pelo facto de ser rígida, porosa e apresentar 
área superficial elevada [203]. A sua estabilidade aos solventes, aquosos ou orgânicos, e a obtenção de 
extractos limpos constituem vantagens acrescidas da sua utilização [203]. Porém, apesar das fases 
estacionárias constituídas por sílica modificada quimicamente serem muito usadas em SPE, em parte 
devido à diversidade dos grupos funcionais que podem ser ligados à sua superfície, a recuperação 
obtida é geralmente inferior à observada quando se usam adsorventes poliméricos [199] e, em 
particular, para analitos polares [178]. Outras desvantagens são a presença de grupos silanol à 
superfície, a selectividade reduzida e a fraca estabilidade fora de um intervalo reduzido de valores de 
pH [190]. 
 
Os adsorventes poliméricos, na sua maioria de poliestireno-divinilbenzeno [190], apresentam uma 
maior área superficial e maior capacidade quando comparados às fases de sílica, dada a maior 
percentagem de carbono [200], podendo ser empregues numa gama alargada de pH, ao contrário do 
que sucede com as fases estacionárias de sílica modificada [178,190]. Em geral, estas fases possuem 
características hidrofóbicas devido à sua natureza polimérica [190], pelo que originalmente era 
necessário efectuar um tratamento prévio com metanol, de modo a tornar a sua superfície mais 
hidrofílica e consequentemente mais compatível com a amostra aquosa [199]. O desenvolvimento de 
resinas de poliestireno modificadas com grupos funcionais polares (e.g. hidroximetil ou acetil 
incorporados nos anéis benzénicos) concede à superfície da fase estacionária uma maior polaridade e 
prescinde do condicionamento com metanol [190,199]. Estes adsorventes poliméricos quimicamente 
modificados são bastante hidrofílicos, originando recuperações mais elevadas, quando comparados aos 
seus análogos não modificados [190]. 
 
O processo extractivo não é influenciado pelo grau de hidratação da fase estacionária, pelo que a 
afinidade para o analito não é afectada pela secagem que por vezes ocorre durante as várias etapas da 
SPE. Deste modo, o processo extractivo torna-se mais flexível, constituindo uma vantagem em relação 
à utilização de outros adsorventes [190,205]. Este tipo de enchimento tem ainda uma elevada 
estabilidade numa gama alargada de valores de pH, bem como uma maior capacidade de retenção 
quando comparado à sílica em fase reversa (e.g. C18), em particular para analitos polares [200,205]. 
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Este tipo de fases estacionárias (e.g. natureza polimérica, sílica) possui frequentemente grupos 
funcionais aniónicos ligados (e.g. ácidos carboxílicos e sulfónicos, carboximetil) ou catiónicos (e.g. 
trimetilaminopropril, aminopropil) [190,199]. Estes grupos funcionais podem ser fortes ou fracos, 
consoante o seu estado de ionização face aos valores de pH, respectivamente, permanente ou 
temporário [200]. Contudo, este tipo de fases é frequentemente aplicado em associação com fases 
estacionárias de fase reversa (SPE de modo misto). As colunas HCX da Isolute®, por exemplo, 
possuem uma fase estacionária simultaneamente apolar (C8) e de troca catiónica forte (ácido sulfónico), 
ocorrendo dois mecanismos de retenção primários. Neste contexto, uma única fase estacionária pode 
reter os analitos apolares por forças de van der Waals e os compostos básicos por atracções 
electrostáticas [190]. A possibilidade de utilização de vários solventes complementa o processo, o que 
conduz a uma maior selectividade. Por um lado, a utilização de um solvente orgânico adequado 
permitirá eluir os compostos retidos por adsorção, enquanto que, por outro lado, aqueles que foram 
retidos por troca iónica serão eluídos por troca com um contra-ião presente no solvente, ou por 
conversão à sua forma molecular com o auxílio de eluentes iónicos, ácidos ou básicos [199,200]. Uma 
das maiores aplicações da SPE de modo misto é o isolamento de drogas e metabolitos a partir de 
amostras de urina e sangue [200].  
3.2.4 Etapas do método de extracção em fase sólida 
Um método de SPE compreende, em geral, as seguintes etapas: condicionamento da fase estacionária; 
aplicação da amostra (adsorção do analito ao adsorvente); lavagem da fase estacionária (eliminação dos 
interferentes) e eluição (recuperação do analito) [200] conforme se mostra na Figura 3-1. Nesta 
ilustração assume-se que se pretende isolar o analito da matriz e que o mecanismo de extracção 
envolvido é de fase reversa.  
Condicionamento  Aplicação da amostra  Lavagem  Eluição 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-1. Representação esquemática das etapas do método de SPE com retenção do analito: solvente A (  ), 
solvente B (  ), solvente C (  ), matriz (  ), analito (  ), interferente (  ) (adaptado de [203]). 
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Numa primeira etapa, a fase estacionária é condicionada com um solvente adequado, normalmente o 
metanol, o qual tem por objectivo solvatar os grupos funcionais da fase estacionária [199,200], 
assegurando deste modo que a matriz aquosa interage com o adsorvente [203]. Esta etapa é crítica 
quando se utilizam fases estacionárias com características apolares, em particular, para compostos 
polares, com consequências nefastas na eficiência extractiva e na precisão do método analítico [199]. 
Sem este tratamento, a superfície da generalidade dos adsorventes é hidrófoba e pouco humedecida 
pela amostra hidrofílica [199,204]. Após a passagem de metanol, é aplicado na coluna um solvente 
miscível tanto com o utilizado no condicionamento como com a amostra, utilizando-se, em regra, água 
ou tampões aquosos [200,205]. Por outro lado, deverá ser similar à matriz no que respeita ao valor de 
pH e força iónica [203].  
Numa segunda etapa, a amostra diluída num solvente fraco (e.g. água, tampão) é introduzida na coluna, 
devendo a sua passagem ser controlada, sendo aceitável um fluxo de 3 ml/min [204]. Durante esta 
etapa ocorre a retenção do analito por interacções químicas específicas com a fase estacionária, 
eliminando-se durante o processo alguns constituintes da matriz [200,205]. 
Numa terceira etapa, cujo objectivo é a remoção das substâncias interferentes que possam ter ficado 
retidas na fase estacionária na etapa anterior, procede-se à lavagem da coluna [200,203]. Os solventes 
utilizados nesta fase são miscíveis com a fase estacionária, devendo ter pouca afinidade para os analitos 
[203]. São então utilizados a água e tampões [178,199], para além de solventes orgânicos diluídos na 
solução de lavagem [200,203], de modo a eliminar os interferentes mais hidrofóbicos [199]. Este último 
processo é crítico, pelo facto de que o analito não deve ser eluído juntamente com os interferentes, 
mas sim permanecer retido na fase estacionária [199,205]. Se as diferenças de polaridade entre a 
solução de lavagem e o eluente são acentuadas, ou se ambos são imiscíveis, após esta fase de lavagem 
deve-se secar o adsorvente [200,203], operação esta que pode ser efectuada com vácuo, azoto, fluxo de 
dióxido de carbono (CO2) ou ar comprimido [199,203]. 
Para a recuperação do composto, ou seja, a remoção das moléculas retidas na fase estacionária, torna-
se necessário quebrar a interacção analito-fase estacionária, mediante a utilização de um solvente 
orgânico adequado ou uma mistura de solventes [200,205]. O metanol, por exemplo, pode ser um 
solvente suficientemente forte para anular a interacção entre um analito polar e uma C18 num 
mecanismo de fase reversa. A eluição do composto de interesse deve ser efectuada no menor volume 
possível de solvente [199], sendo que a utilização de um solvente forte permite obter a sensibilidade 
desejada [204]. Outra opção, quando é a selectividade do método que nos preocupa, pode passar pela 
utilização de um solvente fraco que permite eluir o analito, reduzindo a eluição dos interferentes. A 
eluição do analito deve ser realizada mediante um fluxo aproximado de 1 ml/min [204]. Em SPE de 
fase reversa o mecanismo de retenção é dominado por interacções hidrofóbicas não específicas e a 
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retenção do analito diminui com o aumento da sua polaridade. Deste modo, para compostos iónicos, o 
valor de pH da amostra será ajustado para que a ionização do analito seja suprimida e a retenção na 
segunda e na terceira etapa aumente [206]. Consequentemente, a eluição do analito pode ser 
optimizada por variação do pH do meio, dado que a ionização do analito aumenta a sua polaridade, 
reduzindo a sua retenção [178].  
A SPE também pode ser utilizada não para reter o composto de interesse mas os interferentes 
presentes numa amostra, possibilitando desta forma que o analito seja transportado através da coluna 
de extracção sem que se verifique a sua adsorção na fase estacionária, ou seja, para limpar a amostra 
[203,204]. Este procedimento pode ser efectuado isolada ou sequencialmente, utilizando adsorventes 
diferentes. 
Dum modo simplista, pode dizer-se que a eficiência extractiva e a selectividade de um método de SPE 
dependem da escolha apropriada do adsorvente [178,203]. A explicação para o facto pode ser 
encontrada no modo de retenção envolvido e na fase estacionária que foi usada para a extracção, dado 
que a sua utilidade está dependente do modo como é capaz de reter e discriminar entre analitos com 
propriedades físico-químicas distintas [178]. No entanto, a situação é mais complexa, dado que os 
factores envolvidos num método de extracção por SPE são inúmeros, devendo ponderar-se, não só a 
natureza do analito (polaridade, grupos funcionais, estabilidade, solubilidade, constante de dissociação 
e concentração presente na amostra) e selectividade da fase sólida, como também a natureza da matriz 
(aquosa ou orgânica, grau de complexidade ou contaminação) e dos possíveis interferentes e sua 
afinidade para a fase sólida [178,203]. Se atendermos ainda na escolha do solvente de eluição, que deve 
ser capaz de recuperar os analitos retidos num pequeno volume e ser compatível com o sistema 
cromatográfico a utilizar [203], é evidente que terá que ser encontrada uma situação de compromisso 
entre estes factores, de forma a obtermos uma eficiência extractiva e selectividade elevadas. 
3.2.5 Configurações experimentais 
A realização de uma extracção por SPE envolve normalmente a utilização de uma coluna que 
acondiciona a fase estacionária, sendo esta a configuração mais popular [190] e a mais utilizada em 
análises toxicológicas. Actualmente, os desenvolvimentos em SPE têm sido direccionados na procura 
de novas configurações experimentais como o disco, semelhante a um filtro de membrana [195,201], 
microplacas [207] ou pipette tips [208], e na sua adaptação a sistemas automatizados [196,207,208]. 
As colunas são tipicamente constituídas por polipropileno ou vidro [175,190], sendo as últimas 
particularmente usadas na análise de ftalatos [200]. A fase estacionária que se encontra no seu interior é 
protegida por dois discos (frits) quimicamente inertes [202] de politetrafluoroetileno (PTFE) [200], 
polietileno [190,199] ou estruturas de aço inoxidável [190], cuja estrutura porosa, de 10 µm [199] a 20 
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µm [200,202], permite o acesso das moléculas sem que verifiquem fenómenos de resistência durante a 
passagem da amostra [202]. 
3.2.6 Extracção das piperazinas por SPE 
Nos primeiros trabalhos publicados, a SPE encontrava-se descrita na extracção da mCPP, ainda que, 
como metabolito da trazodona e/ou nefazodona. Dodd et al. [209] utilizam as colunas Certify para a 
extracção da mCPP no plasma e leite materno, enquanto que Franklin [210] e Ohkubo et al. [211] 
utilizam uma fase estacionária de CN para a sua extracção. Clifton et al. [212] mencionam a utilização 
das colunas Oasis MCX para extração da mCPP do plasma dos murganhos. 
 
A SPE, por ser a técnica mais utilizada actualmente para extracção e pré-concentração dos compostos 
orgânicos presentes em fluidos biológicos, é aplicada na extracção das piperazinas a partir de amostras 
biológicas, em trabalhos científicos mais recentes. Refere-se, na bibiliografia consultada, a extração dos 
compostos em estudo da matriz plasma humano com colunas Isolute Confirm HCX [24], amostras de 
urina com colunas Bond Elut Certify da Varian [68] e com as Oasis, MCX e HLB, para a BZP, 
TFMPP e alguns dos seus metabolitos major, 4-hidroxi-benzilpiperazina, 3-hidroxi-benzilpiperazina e 
4-hidroxi-trifluorometilfenilpiperazina [18,51]. Encontra-se descrita a utilização de colunas Isolute C2 
para a extracção dos glucuronidos da TFMPP [80]. Não obstante, a extracção dos compostos em 
estudo de amostras de sangue total, post mortem ou in vivo, por SPE não se encontra descrita na 
literatura. 
3.3  Microextracção em fase sólida (SPME) 
3.3.1 Introdução 
A SPME é uma técnica recente de extracção e concentração de compostos orgânicos, desenvolvida por 
Pawliszyn e colaboradores no início da década de 90, na Universidade de Waterloo (Ontário, Canadá) 
[213]. Esta técnica utiliza uma fibra de sílica fundida revestida por uma fase estacionária na forma 
líquida ou sólida [213,214]. Consoante a natureza do revestimento, os compostos de interesse 
presentes na amostra são absorvidos ou adsorvidos. Após a extracção da matriz e concentração na fase 
estacionária, os analitos são removidos da fibra por dessorção, directamente para um instrumento 
adequado à sua análise [215].  
A SPME como técnica de preparação de amostras apresenta vantagens em relação aos métodos de 
extracção e concentração mais tradicionais (e.g. LLE, SPE): não utiliza, particularmente quando 
associada à GC, solventes orgânicos, é simples, rápida, o custo por análise é reduzido e é facilmente 
automatizável [214,216,217]. Permite a extracção e a concentração dos analitos em matrizes tão 
diversas como o ar [218], a água [191,219-221] e solos [222]. É aplicada à extracção de diversos analitos 
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em matrizes biológicas obtidas in vivo ou post mortem, a partir de amostras líquidas [219,221,223-229], 
sólidas [230,231] ou gasosas [232].  
Dotada de selectividade e sensibilidade elevada [215], quando o método de detecção é apropriado, 
apresentando limites de detecção muito baixos, na ordem dos ng/L [191,233]. O dispositivo de 
extracção é simples e pode ser facilmente transportado, razão pela qual a SPME pode ser aplicada a 
análises de campo [218,234]. A reutilização das fibras é possível, o que constitui uma vantagem em 
relação à SPE, onde as colunas são de uso único [228,234]. O seu manuseamento é simples e as 
exigências no que respeita à manipulação da amostra por parte do operador são reduzidas, 
minimizando deste modo os erros de manipulação e a perda de analitos durante a extracção [202,220]. 
Alguns destes aspectos, como sejam a redução, ou mesmo a ausência, do consumo de solventes 
orgânicos, a redução da produção de resíduos sólidos perigosos e a protecção do operador no que 
respeita a substâncias tóxicas, têm vindo a contribuir para a implementação desta técnica num número 
cada vez maior de laboratórios, na medida em que representa uma mais valia em termos ambientais e 
de saúde pública, numa sociedade cada vez mais preocupada com todas estas questões.  
Por outro lado, a preparação das amostras pelos métodos convencionais (e.g. LLE, SPE) apresenta 
diversas etapas, em particular, quando o número de amostras a extrair é elevado, o que pode constituir 
um factor de limitação no tempo total da análise. A SPME é rápida, sendo o número de etapas 
envolvidas apenas duas (extracção e dessorção). Consequentemente, o número de amostras por tempo 
de análise é incrementado [174,213].  
 
A SPME pode ser utilizada em associação com a GC, a HPLC e a electroforese capilar. No primeiro 
caso, a dessorção térmica dos compostos é efectuada no interior do cromatógrafo, mas os analitos 
devem apresentar estabilidade térmica e volatilidade suficientes para que possam ser dessorvidos 
termicamente e separados por GC [174,213]. Quando associada à HPLC não existe dessorção térmica, 
sendo a fibra lavada com alguns microlitros de solvente orgânico e os analitos dessorvidos na fase 
móvel, em geral, numa interface para microextracção em fase sólida acoplada à cromatografia líquida 
de alta eficiência (HPLC-SPME) [220,225]. Encontra-se ainda descrito o acoplamento da SPME com a 
electroforese capilar [235,236]. No entanto, a associação entre a microextracção em fase sólida e a 
cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (SPME-GC-MS) é a mais utilizada, pelo que 
consideraremos apenas a dessorção térmica dos compostos ao longo deste trabalho. 
3.3.2 Dispositivo comercial da SPME 
Encontra-se disponível comercialmente um dispositivo para SPME adequado à extracção e dessorção 
manual, introduzido no mercado em 1993 pela Supelco [237]. A configuração experimental do sistema 
de extracção por SPME consiste numa agulha de aço inoxidável que numa das extremidades encontra-
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se unida a uma fibra de sílica fundida, quimicamente inerte e estável a temperaturas elevadas, revestida 
por uma fase estacionária [238]. A fase estacionária, similar às utilizadas em GC, reveste a superfície 
externa, ou encontra-se quimicamente ligada à superfície da fibra [239,240]. O comprimento reduzido 
e a geometria cilíndrica da fibra (10 mm de comprimento, 110 a 160 µm de diâmetro) [239] permitem a 
sua inserção num dispositivo semelhante a uma seringa, que pode ser utilizado como tal e introduzido 
no sistema cromatográfico [238].  
3.3.3 Descrição do método de SPME 
Em traços gerais, o método compreende duas etapas: a extracção e concentração simultânea dos 
compostos da matriz; e a dessorção térmica dos analitos no sistema cromatográfico [215]. Estas etapas 
encontram-se esquematizadas na Figura 3-2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Extracção     Dessorção térmica 
 
Figura 3-2. Representação esquemática das etapas envolvidas na SPME. 
 
Na primeira etapa, a fibra revestida entra em contacto com a amostra por imersão em amostras líquidas 
ou gasosas (imersão directa), ou no espaço-de-cabeça acima da amostra (técnica de headspace ou de 
espaço-de-cabeça) [239,241]. Os analitos são transportados através da matriz para o revestimento 
(extraídos da amostra) e concentram-se na sua superfície. Na etapa seguinte a fibra é removida do 
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recipiente que contém a amostra e introduzida directamente no injector de um cromatógrafo de gases, 
onde os compostos são libertados termicamente e transferidos, por intermédio do fluxo do gás de 
arraste, para a coluna cromatográfica, onde são separados [238,239]. A extracção considera-se completa 
quando o equilíbrio entre a concentração do analito presente na amostra e a retida na fase estacionária 
é atingido [240,241].  
3.3.4 Modos de extracção por SPME 
Existem fundamentalmente três modos de extracção por SPME: directa [213], no espaço-de-cabeça 
[215] e por membrana [237,241]. Na Figura 3-3 representam-se esquematicamente os dois primeiros 
modos extractivos. 
 
 
(a)          (b) 
 
 
 
(c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-3. Representação esquemática do modo de extracção por imersão directa (a, b) e por headspace (c). 
 
Na imersão directa (Figura 3-3:a,b) ocorre a exposição directa da fase estacionária à amostra, líquida ou 
gasosa, ou seja, a fibra é inserida na amostra, e o analito é transportado através da amostra 
directamente para a fase estacionária [237,241]. Esta técnica é adequada para a extracção de compostos 
semi-voláteis ou não voláteis [175] em amostras líquidas limpas [217]. Por outro lado, na técnica de 
headspace, a fibra é exposta no espaço-de-cabeça acima da amostra (Figura 3-3:c). Neste caso, o analito é 
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transportado através da amostra para a fase gasosa antes de alcançar a fase estacionária [175,237], não 
existindo contacto físico entre a amostra, sólida ou líquida, e a fase extractiva [241]. Esta técnica é 
particularmente apropriada para a extracção de compostos voláteis e semi-voláteis em matrizes 
complexas [215], porque protege a fase estacionária da acção nefasta dos compostos de peso molecular 
elevado (e.g. proteínas) e outros interferentes não voláteis presentes na amostra. Além disso, é 
particularmente útil porque permite modificar a matriz (e.g. alcalinização) sem que ocorra a destruição 
da fibra [237,241]. 
Embora de aplicação mais limitada, particularmente em toxicologia forense, encontra-se descrito um 
terceiro modo de extracção, a SPME com protecção de membrana [237,241], no qual a fibra é 
revestida por uma membrana semi-permeável, o que impossibilita que compostos de peso molecular 
elevado (e.g. ácidos húmicos, proteínas) eventualmente presentes na amostra alcancem a fibra e a 
danifiquem [214,217]. O principal objectivo deste modo de extracção, à semelhança da técnica de 
espaço-de-cabeça, é a protecção da fase estacionária quando se trabalha com amostras muito 
complexas, permitindo também a extracção de analitos pouco voláteis, o que não é possível com a 
técnica de espaço-de-cabeça [237,241].  
3.3.5 Aspectos teóricos da SPME 
A distribuição do analito entre as fases envolvidas no processo extractivo inicia-se assim que a fibra é 
exposta, mas exige tempo até que o equilíbrio seja atingido (tempo de extracção), dependendo das 
condições de transferência de massa no sistema [237,241]. As considerações teóricas aqui descritas 
fundamentam-se em princípios termodinâmicos que descrevem esse equilíbrio de partição e na cinética 
do processo extractivo que determina o tempo de extracção [241,242]. 
3.3.5.1 Termodinâmicos 
3.3.5.1.1 Num sistema com duas fases 
Num sistema bifásico ideal coexistem duas fases em equilíbrio simultâneo: a fase estacionária que 
envolve a fibra e a matriz, líquida ou gasosa. O modelo matemático que explica a dinâmica do processo 
de absorção quando a fibra é introduzida directamente na amostra [217], ocupando esta a totalidade do 
recipiente em que se encontra acondicionada (Figura 3-3:a), foi descrito por Louch et al. [243]. O 
princípio em que se baseia a extracção, num sistema de duas fases, é a partição do analito entre a 
amostra e o revestimento da fibra [215,244].  
 
Assumindo que a matriz é uma fase homogénea e que o espaço-de-cabeça no sistema é inexistente 
[237,241], no início existem na amostra a analisar n0  moléculas do composto. Após a extracção, estas 
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encontram-se distribuídas entre as fases, isto é, entre a matriz líquida (na) e a fibra (nf) [244], conforme 
representado na equação 2 [216]. 
equação 2 af nnn +=0  
No equilíbrio, o coeficiente de partição do analito entre a fase estacionária e a amostra (Kfa) encontra-se 
descrito nas equações 3 [243,244] e 4 [216], onde: Cf e Ca representam a concentração de analito na fase 
estacionária e na amostra, respectivamente; nf e na exprimem o número de moles de analito absorvido 
pela fase estacionária e o número de moles de analito existente na amostra; Vf e Va são os volumes da 
fase estacionária e da amostra, respectivamente [216,243,244].  
equação 3 
a
f
fa C
C
K =   equação 4 
fa
af
fa Vn
Vn
K
×
×
=  
A equação 5 [215,243] descreve a massa de composto que é extraída pela fase estacionária após o 
equilíbrio ter sido alcançado, ao considerarmos que, antes da extracção, o composto na amostra possui 
uma determinada concentração (C0) num volume de amostra definido [215]. Na prática, isto significa 
que, após o equilíbrio ter sido atingido, a quantidade de analito extraída é directamente proporcional à 
sua concentração inicial na amostra e é constante, dentro dos limites do erro experimental. Isto 
significa que é independente face a incrementos no tempo de exposição da fase estacionária à amostra 
[237,243], quando se utilizam fases estacionárias líquidas [215]. 
equação 5 
affa
aoffa
f VVK
VCVK
n
+
=  
A presença do termo KfaVf no denominador da equação 5 reduz a quantidade de analito extraída pela 
fase estacionária [243,245]. Na prática, uma vez que o Vf é muito pequeno [243], 0,36 a 0,66 µL [176], 
quando comparado com o Va, usualmente 1 a 5 ml [176,244], este decréscimo da sensibilidade só 
acontece quando Kfa for muito elevado [243] ou se utilizam Va muito pequenos [244]. Se o Va utilizado 
é suficientemente elevado em relação ao termo KfaVf , de tal forma que Va >> KfaVf, a equação 5 pode 
ser simplificada (equação 6) [241,244]: 
equação 6 offaf CVKn =  
A massa de analito extraída pelo revestimento é, neste caso, independente do Va [241,244] e a 
sensibilidade desta técnica é, portanto, directamente proporcional à concentração inicial do analito na 
amostra (C0), ao Kfa e ao Vf [244]. Isto possibilita que a fase estacionária possa ser exposta directamente 
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ao ar, ou mergulhada na água de um rio, ou lago, em análises de campo, sem que seja necessário 
recolher uma parte do todo, diminuindo os erros do procedimento analítico associados a perdas do 
analito, quer por decomposição, quer por adsorção na parede dos recipientes que acondicionam a 
amostra [234,237,245]. 
A utilização de fases estacionárias espessas deve ficar restringida à extracção de compostos com Kfa 
muito baixos. Um acréscimo no Vf reflectir-se-á num aumento na quantidade de analito extraído 
[237,243]. Porém, e devido ao facto de ser necessária a difusão do analito através deste meio, o tempo 
necessário para atingir o equilíbrio aumenta [243]. Por outro lado, o incremento no comprimento e/ou 
na espessura do revestimento é limitado pela necessidade de acondicionar a fibra dentro de uma agulha 
e a sua posterior introdução no cromatógrafo [176].  
Qualquer planeamento experimental que tenha por objectivo o aumento da sensibilidade desta técnica 
extractiva necessitará de equacionar o incremento de Kfa, o que pode ser efectuado quer alterando a 
natureza química da fase estacionária, quer por modificação da matriz, por ajuste do pH da amostra 
e/ou adição de um sal, ou ainda por derivatização do analito [215,238]. 
No entanto, apesar da SPME ser uma técnica de extracção no equilíbrio, ela não é exaustiva [216,237]. 
A expressão 7 ilustra a recuperação do analito no equilíbrio, e representa simultaneamente a 
recuperação máxima que é possível obter no método por imersão directa [216].  
equação 7 
affa
ffa
o
f
VVK
VK
n
n
+
=  
Segundo Ulrich [216], dado que Kfa apresenta valores na ordem de 100 a 10000 para a maioria dos 
compostos, a SPME deverá possuir uma recuperação baixa ou mesmo muito baixa. Porém, esta 
conclusão é controversa, uma vez que se Kfa é elevado, de tal modo que KfaVf >>Va, a quantidade de 
analito extraída pela fase estacionária é dada por [202,238]: 
equação 8 aof VCn ×=  
Neste caso, o Va contribuirá significativamente para a massa de composto extraída, podendo obter-se 
uma extracção exaustiva [202,238].  
3.3.5.1.2 Num sistema com três fases 
Em análises toxicológicas forenses o Va existente é, em regra, diminuto, sendo também necessário 
realizar um grande número de determinações analíticas (e.g. alcoolemia, pesquisa de drogas de abuso, 
de fármacos e pesticidas). Assim, o Va disponível para a realização da extracção será limitado, 
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tipicamente de 0,2 a 2 ml. A SPME por imersão directa não é aplicável a matrizes líquidas com 
partículas em suspensão, sendo desaconselhada em amostras biológicas [216], portanto, a extracção 
neste tipo de amostras e, em particular, em amostras post mortem, deve ser efectuada por exposição da 
fibra ao espaço-de-cabeça acima da amostra (HS-SPME). Neste caso, a SPME é um processo de 
equilíbrio num sistema constituído não por duas mas por três fases, uma fase líquida, uma fase gasosa, 
correspondente ao espaço-de-cabeça acima da amostra, e uma fase estacionária [238]. 
As considerações teóricas e o modelo matemático da SPME, que num sistema trifásico foram 
desenvolvidos por Zhang e Pawliszyn [215], pressupõem a existência de fases estacionárias líquidas 
[216], consideram a matriz homogénea (e.g. água) [241], e são similares às descritas na extracção por 
imersão directa, considerando porém a existência de uma terceira fase gasosa [217]. 
A distribuição de massa na HS-SPME é descrita pela equação 9 [242]. Porém, neste caso, as moléculas 
difundem-se a partir da matriz inicialmente para o espaço-de-cabeça e posteriormente para a fase 
estacionária. Deste modo, após a extracção, o número de moles iniciais (no) encontra-se distribuído 
entre as fases, ou seja, entre a matriz líquida (na), o espaço-de-cabeça (nh) e a fase estacionária (nf) [215], 
dado que a quantidade total de analito deve permanecer constante no sistema [241,242].  
equação 9 fhao nnnn ++=  
As equações 10 [216] e 11 [215,241] são similares e descrevem, num sistema de três fases, a quantidade 
de composto que é extraído após se ter atingido o equilíbrio, onde: Kha representa a constante de 
distribuição entre a fase gasosa e a fase líquida e Kfh a constante de distribuição do analito entre a fase 
estacionária e a fase gasosa; a concentração do analito no espaço-de-cabeça acima da amostra é 
ilustrada por Ch; Vh, Vf  e Va são os volumes das fases, gasosa, estacionária e líquida, respectivamente; 
C0 representa a concentração inicial de analito na amostra [215,216,241]. 
equação 10 
ahhafhafh
ofhafh
f VVKVKK
nVKK
n
++
=     equação 11 
ahhafhafh
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f VVKVKK
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++
=  
As constantes de distribuição Kfh, Kha e fase estacionária-amostra (Kfa) correlacionam-se no equilíbrio, 
de acordo com a relação expressa na equação 12, onde Ha é a constante de Henry do analito na 
amostra líquida e Hf  a constante de Henry no revestimento [216,241]. Ao optarmos por um coeficiente 
de distribuição global (Kfa) as equações 10 e 11 são substituídas pelas equações 13 [215,241] e 14 [216], 
respectivamente. 
equação 12       fhha
f
a
fa KKH
HK ==  
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equação 13 
ahhaffa
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f VVKVK
nVK
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++
=   equação 14 
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++
=  
A expressão 15 ilustra a recuperação do composto de interesse no equilíbrio e representa, 
simultaneamente, a recuperação máxima que é possível obter na HS-SPME [216]. Num sistema de três 
fases, a eficiência extractiva da SPME após o equilíbrio ter sido atingido é proporcional à concentração 
inicial do composto na amostra. Na HS-SPME a quantidade de analito extraída pela fase estacionária 
no equilíbrio é igual ou inferior à obtida na extracção por exposição directa da fibra à amostra 
[215,246], tal como se evidencia na equação 16 [216]. De facto, o termo adicional referente à fase 
gasosa é responsável pela diminuição da eficiência extractiva obtida num sistema fibra-headspace-matriz 
quando comparada à obtida num sistema fibra-matriz, sob as mesmas condições [215,216].  
equação 15  
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equação 16  
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Mantendo todas as outras variáveis constantes, o limite de detecção (LD) é, em HS-SPME, duplo do 
valor alcançado por imersão directa e, em maior extensão, para compostos de elevada volatilidade, isto 
é, os que apresentam Kha elevados, e/ou quando o Vh é muito elevado [215,238]. Contudo, e para a 
generalidade dos compostos, em amostras líquidas, os seus Kha apresentam valores reduzidos (e.g. Kha 
do benzeno é de 0,26) [215,241], e a capacidade do espaço-de-cabeça para capturar os analitos é, neste 
caso, diminuta [238]. Além de que, se o Vh é significativamente inferior ao Va, se Vh << Va, a extracção 
por HS-SPME não afectará a massa do analito absorvida pelo revestimento [215,241]. Deste modo, 
numa aproximação mais realista, considera-se que a sensibilidade dos dois métodos de extracção é 
semelhante [241], em particular, quando o Va na HS-SPME é suficientemente elevado em relação ao 
Vh [215]. Podemos assim dizer que a quantidade de analito extraída é independente da localização da 
fibra no sistema, quer seja exposta ao espaço-de-cabeça ou imersa directamente na amostra, desde que 
os volumes das fases sejam constantes [237,241].  
3.3.5.2 Cinética  
Na extracção por SPME há ainda que considerar a cinética do processo extractivo, dado que os 
analitos têm de ser transportados através da amostra até à fase estacionária, no modo de imersão 
directa, ou desde a amostra até ao espaço-de-cabeça e, uma vez neste último, deslocar-se para o 
revestimento, na HS-SPME [217]. As relações existentes entre o tempo necessário à extracção do 
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analito e a SPME foram matematicamente descritas por Louch et al. [243] no primeiro método descrito 
e por Zhang e Pawliszyn [215] na HS-SPME.  
3.3.5.2.1 Num sistema com duas fases 
Num modelo perfeitamente agitado e de volume infinito, em termos teóricos, o tempo necessário para 
atingir o equilíbrio (te) seria infinitamente longo [216,241] e a velocidade do processo de absorção 
determinada apenas pela difusão do analito na fase estacionária [241,243]. Na prática, devido às 
dificuldades de transferência de massa no sistema e a erros experimentais, considera-se que se atinge o 
te quando 95% da massa total é extraída (t95%) [216,241]. De acordo com a equação 17, num modelo 
perfeitamente agitado, o intervalo de tempo necessário para atingir o equilíbrio (t95%) depende do 
quadrado da espessura da fase estacionária, representando re e ri o raio externo e interno da fase 
estacionária, respectivamente, e do coeficiente de difusão do analito nesse revestimento (Df) 
[216,241,243].  
equação 17 
( )
f
ie
e D
rr
tt
2
2
%95
−
==  
Parece ser evidente que a utilização de fibras com fases estacionárias pouco espessas seria a opção mais 
adequada para reduzir o tempo de extracção, porque desta forma o equilíbrio seria atingido mais 
rapidamente [243]. Porém, como a quantidade de composto extraído é menor, à custa da sensibilidade 
do método [242]. Na prática, te muito reduzidos, semelhantes aos previstos pela fórmula acima descrita, 
onde a transferência de massa depende exclusivamente da difusão do analito na fase estacionária só são 
alcançados em amostras gasosas, devido aos elevados coeficientes de difusão dos analitos neste meio 
[238,241]. Na realidade, o te é infinitamente longo, nem todas as moléculas do composto têm 
simultaneamente acesso ao revestimento [216]. Este facto é descrito num modelo com uma hipotética 
camada de água não agitada, camada de Prandtl [247], à volta da fibra (Figura 3-4) [216,241]. 
 
Para a generalidade dos compostos, na SPME por imersão directa em amostras líquidas, a velocidade 
de transferência de massa é determinada pela difusão do analito no revestimento se a amostra for 
perfeitamente agitada [238,243], o que só é possível com agitação muito vigorosa (e.g. ultra-sons) 
[238,241]. Não obstante, quando se utilizam métodos de agitação tradicionais, como a agitação 
magnética, o te é, afinal, muito elevado [238]. Independentemente da eficiência de agitação, uma 
pequena parte da amostra líquida que contacta com a superfície da fase estacionária é sempre estática e 
de espessura δ [241,242]. Assim, os analitos têm que atravessá-la antes de serem absorvidos pelo 
revestimento [238,243]. A transferência de massa nesta área é efectuada apenas por difusão, por 
oposição ao que sucede no seio da amostra sob agitação, por convecção [237], o que torna a extracção 
mais lenta [242].  
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Figura 3-4. SPME por imersão directa na matriz líquida, com agitação convencional, onde se representa a 
camada estática não agitada (de espessura δ) e a espessura da fase estacionária (Lf). 
 
O tempo necessário para atingir o equilíbrio, calculado de acordo com a equação 18 [216,242] é mais 
elevado, não apenas devido ao aumento da espessura da fase estacionária mas também atribuído a 
incrementos na espessura da camada estática (δ) e de Kfa. Além de que depende do coeficiente de 
difusão do analito na camada líquida estática (Da) em maior extensão do que no revestimento, sendo 
que este último é negligenciado [216,242]. 
equação 18  
a
ffa
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×== 3%95  
3.3.5.2.2 Num sistema com três fases 
O te numa extracção por SPME em que estão envolvidas as três fases depende dos equilíbrios de 
distribuição entre as fases, da espessura das mesmas e dos coeficientes de difusão do analito na fase 
gasosa e líquida, de acordo com a equação 19 [241,242]. Porém, esta equação só se aplica aos modelos 
de extracção sem agitação [242]. 
equação 19 ffa
a
a
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Onde: 
Lh  = espessura do espaço-de-cabeça; 
Lf   = espessura do revestimento;  
La  = espessura da matriz;  
Dh = coeficiente de difusão do composto no espaço-de-cabeça; 
Da = coeficiente de difusão do composto na amostra. 
 
Lf 
 
δ  
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A libertação dos analitos voláteis para o espaço-de-cabeça é facilitada porque estes tendem a vaporizar 
uma vez dissociados da amostra [238]. Devido ao coeficiente de difusão dos compostos voláteis na 
fase gasosa ser elevado, a transferência de massa do espaço-de-cabeça para a fase estacionária será 
muito mais rápida que a transferência directa da amostra líquida para o revestimento, neste caso, a 
extracção é mais rápida por HS-SPME do que por imersão directa [215]. Além de que, a difusão na 
fase estacionária, sendo que esta última possui um volume consideravelmente menor em relação ao Vh 
e Va, não constitui uma limitação no que respeita ao te [215]. Para compostos de volatilidade inferior, 
com constantes de Henry baixas, a transferência de massa entre a amostra e o espaço-de-cabeça é lenta. 
A volatilidade diminuta e o peso molecular relativamente elevado do analito podem atrasar a 
transferência de massa da matriz para o espaço-de-cabeça originando te longos [176,238]. 
Se tanto a fase líquida como a gasosa forem perfeitamente agitadas, a equação 17 será válida para a 
estimação do te  na HS-SPME [216]. Numa situação ideal, a fase líquida é perfeitamente agitada, ou seja, 
a convecção na amostra líquida é infinitamente rápida e a matriz é sempre homogénea [215]. Porém, 
como já foi referido, numa perspectiva mais realista, em casos de agitação convencional, o tempo 
necessário para atingir o equilíbrio, além dos factores já mencionados na equação 19, é determinado 
pela eficiência com que a amostra é agitada, ou seja, pela velocidade de rotação da barra magnética (N), 
e pelo raio da mesma (R) conforme ilustrado na equação 20 [216]. Uma vez que os coeficientes de 
difusão dos analitos na fase gasosa são, em média, quatro vezes superiores aos da fase líquida, a 
extracção é mais rápida [215]. O passo limitante na diminuição do te é a transferência de massa entre as 
fases, líquida e gasosa. Este coeficiente de difusão adverso pode ser minimizado por agitação constante 
da amostra líquida, propiciando a renovação contínua da superfície [215,238], e/ou o aquecimento da 
amostra [215,242].  
equação 20 ( ) ( ) ffaa
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8.1  
Quando o passo limitante é a transferência de massa da amostra para o espaço-de-cabeça, qualquer 
método de extracção por HS-SPME apresenta um aumento inicial rápido da quantidade de analito 
extraída, associado à partição dos compostos originalmente presentes no espaço-de-cabeça, seguido 
por um acréscimo menos acentuado, devido à transferência lenta de massa a partir da matriz líquida 
[246,248]. A velocidade de transferência de massa é determinada pelo transporte convectivo e a difusão 
do composto na amostra [215,238], em resumo, é determinada pela eficiência com que a amostra é 
agitada [238,241].  
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3.3.6 Optimização das condições de análise 
A eficiência extractiva da SPME pode ser afectada por um grande número de variáveis experimentais 
(e.g. temperatura, agitação, pH, adição de sal) [216,241]. A optimização das condições experimentais, 
com vista à maximização da sensibilidade, redução do tempo de extracção, obtenção de exactidão e 
precisão adequadas ao uso pretendido, inclui a escolha adequada da fase estacionária e a modificação 
da matriz biológica, entre outros factores [238]. 
3.3.6.1 Selecção da fase estacionária 
A fase estacionária mais utilizada na SPME é a de polidimetilsiloxano (PDMS) [217]. Não obstante, as 
fibras existentes comercialmente apresentam vários tipos de revestimentos, com propriedades químicas 
e espessuras diferentes [241]. Uma vez que tanto a matriz como a fase estacionária competem pelo 
analito existente na amostra, a afinidade deste último para a fase estacionária é uma questão fulcral na 
SPME [238,249], o significa que a sua selectividade para o analito é um parâmetro extremamente 
importante, dado que condicionará a quantidade de analito extraída [240,250].  
A natureza química dos compostos em estudo (e.g. polaridade, peso molecular e volatilidade) 
condiciona a selecção da fase estacionária [232,251]. No que respeita à polaridade da fase estacionária, 
a regra igual dissolve igual é válida na SPME [216,238]. Compostos apolares são extraídos facilmente por 
revestimentos não polares [238]. Assim, o benzeno, o tolueno e o etilbenzeno são absorvidos pela fase 
de PDMS [252], ao passo que as fases estacionárias polares como a de poliacrilato (PA) extraem mais 
eficientemente compostos polares, como os clorofenois [228,253].  
As fases estacionárias constituídas por mais do que um polímero, por exemplo, carbowax-
divinilbenzeno (CW-DVB), polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS-DVB) e PDMS-carboxen, são 
fases sólidas, como tal, o mecanismo extractivo envolvido é diferente: por adsorção [237,254]. A 
adsorção dos analitos à superfície do revestimento constitui a primeira etapa do processo, 
indistintamente da natureza da fase utilizada [237], após o que segue uma fase de absorção, se o 
revestimento é um filme líquido [237], ou de adsorção para polímeros sólidos [237,254].  
A fase de PDMS constitui um exemplo de uma fase líquida, onde a extracção do analito ocorre por 
difusão do analito no interior do revestimento [237,254]. No entanto, alguns autores [251,255] referem 
que a extracção de determinados analitos (e.g. bifenilos policlorados—PCB´s—, pirazinas e piridinas), 
em particular, quando são muito apolares e apresentam peso molecular elevado, pode realizar-se por 
adsorção na fase de PDMS. Apesar da fase de PA ser considerada sólida [253,254] e líquida às 
temperaturas de dessorção [254], à temperatura ambiente ela é um polímero sólido mas de baixa a 
média densidade, o que permite a difusão do analito no revestimento [235,256], tal como acontece na 
fibra de PDMS [254,257]. Porém, a difusão dos compostos na fase de PA é mais lenta do que na 
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PDMS [232,256], razão pela qual, em geral, os tempos de extracção, quando se utilizam as primeiras, 
são mais longos [232,254].  
 
 
 
 
 
 
 
 
(a)       (b) 
Figura 3-5. Representação esquemática dos dois processos de extracção: (a) adsorção (b) absorção (adaptado de 
[217]). 
 
Em fases líquidas, a espessura e o volume do revestimento são variáveis particularmente importantes 
[213]. A espessura e o volume dos revestimentos disponíveis comercialmente não são uniformes, entre 
7 a 100 µm de espessura e 0,03 a 0,7 µL de volume, respectivamente [242,244]. Porém, a sua escolha, 
no mercado, dentro de um tipo particular de revestimento, com a mesma natureza química, encontra-
se limitada à fase estacionária de PDMS disponível em três espessuras: 7 µm, 30 µm e 100 µm, em que 
a mais fina constitui um exemplo de uma fase ligada, enquanto que as restantes são fases não ligadas 
[216]. Quando se utilizam fases estacionárias líquidas a quantidade de analito extraída pela fibra é 
directamente proporcional ao Vf [238,243], em particular, quando Kfa é baixo [253]. O aumento da 
espessura e/ou comprimento do revestimento permite que a sensibilidade analítica seja incrementada 
[238,241], porém, infelizmente, o te será mais longo [241,244]. A utilização de revestimentos finos 
limita a sua aplicação a um número reduzido de compostos, aos que apresentam Kfa elevados [217,247], 
mas permite trabalhar com temperaturas mais elevadas, porque a fase estacionária é ligada, o que 
expande a sua aplicação a compostos com pontos de ebulição elevados [217] e permite a sua exposição 
a condições experimentais mais severas (e.g. meios ácidos ou alcalinos) [240]. 
Na escolha de fases sólidas, a sua afinidade e capacidade de retenção são as variáveis condicionantes, 
em particular, no que se refere aos compostos polares e voláteis. A carboxen-divinilbenzeno (CAR-
DVB) e a PDMS-DVB são, particularmente, indicadas para analitos muito voláteis [232,258,259] e, 
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tipicamente, os seus coeficientes de distribuição são superiores aos apresentados com a PDMS e PA 
[214,258]. No entanto, com a sua utilização observa-se, comparativamente com os revestimentos em 
que o processo de absorção é dominante, a diminuição do intervalo de linearidade, dado o número 
limitado de locais de adsorção à sua superfície [254,259]. Importa salientar a necessidade de considerar 
outros parâmetros na escolha da fase estacionária, em particular, a linearidade e a gama de trabalho do 
método [232,251]. Neste caso, a escolha recai na utilização de um filme líquido porque apresenta, 
tipicamente, linearidade superior à obtida com o emprego de fases estacionárias sólidas num amplo 
intervalo de concentrações [241]. Além disso, nestas últimas, particularmente quando os compostos 
apresentam concentrações elevadas, pode verificar-se a sua saturação [257] e, deste modo, a 
inexistência de relações lineares entre a massa extraída e a concentração do composto na amostra 
[237,260], dentro de um intervalo alargado de concentrações, ou até o deslocamento de outros 
compostos com menor Kfa adsorvidos à sua superfície por analitos de elevado Kfa [254,259]. Dada a 
natureza do fenómeno competitivo, a composição da matriz afecta a quantidade de analito extraída 
[237,254,257]. Como vantagem da sua utilização refere-se que os tempos de extracção são curtos, dado 
que os analitos não necessitam de se difundir através do polímero [241], a elevada selectividade e 
capacidade para analitos polares e voláteis [232,237,259].  
Devido à existência de condições químicas (e.g. pH, sal) e físicas (e.g. temperatura), por vezes, 
extremas, é desejável a utilização de revestimentos resistentes. Na esmagadora maioria das vezes, 
dentro das fases disponíveis, este requisito é cumprido pela fase de PDMS [216].  
3.3.6.2 Modo de extracção  
Sempre que possível, em fluidos biológicos a extracção deve ser efectuada pelo método de espaço-de-
cabeça em detrimento do modo de imersão directa na amostra [216], porque a contaminação da 
superfície da fase estacionária e posterior deterioração da fibra, pelos polímeros orgânicos (e.g. 
proteínas) [261] e outros componentes endógenos existentes nestas matrizes, é consideravelmente 
diminuída [216,241]. Um exemplo elucidativo é-nos apresentado por Strano-Rossi e Chiarotti [231] na 
extracção de canabinóides a partir do cabelo. A elevada concentração de proteínas e ácidos gordos no 
extracto contamina a fibra muito rapidamente, de tal forma que cada fibra só permite 30 extracções. A 
inexistência de um contacto directo entre a fibra e a amostra permite, deste modo, o aumento da vida 
útil da fase estacionária [216,233,262]. Por outro lado, a precisão do método aumenta [216]. Este facto 
é sugerido pela constatação de que muitas vezes, a fibra não apresenta igual comportamento, já que a 
adsorção irreversível de biomacromoléculas presentes nas amostras biológicas, ou de outros 
interferentes de peso molecular elevado, alteram a capacidade de adsorção [214,241] ou diminuem a 
afinidade das fases sólidas para os compostos de interesse [227,254,261], e pela heterogeneidade e 
viscosidade elevada das amostras líquidas (e.g. urina, saliva) [226], quando comparadas à fase gasosa. 
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Além disso, quando a extracção é efectuada no espaço-de-cabeça, a modificação da matriz, por 
exemplo, o ajuste do pH com uma base forte, a adição de sal, ou a derivatização química na amostra, 
não danificará a fase estacionária [227,237,240]. 
Como critério geral, pode dizer-se que a HS-SPME é indicada para compostos de média e elevada 
volatilidade [239,241] e nas amostras biológicas a SPME por imersão directa deve ser apenas testada 
nos casos em que a extracção por HS-SPME não se revela possível [216]. A aplicação de temperaturas 
elevadas às amostras biológicas, como modo de contornar este problema, é problemática devido à 
desnaturação das proteínas [224,263] e à decomposição de compostos termolábeis [216]. 
3.3.6.3 Influência da agitação  
Embora se reconheça que a agitação da amostra líquida contribui, no modo de imersão directa, para a 
diminuição do te, pretende-se também com o seu emprego um aumento da sensibilidade do método, 
dado que a difusão dos compostos desde a matriz até à fase estacionária aumenta. A agitação da 
amostra é aplicada em amostras biológicas, não só devido à sua viscosidade elevada e aos baixos 
coeficientes de difusão dos compostos nestas amostras [216], como também com vista à obtenção de 
uma maior precisão no procedimento analítico, ao atenuar as variações respeitantes à heterogeneidade 
existente nestas matrizes. 
Além da agitação magnética, que é a técnica mais aplicada pela sua simplicidade, em particular, em 
amostras biológicas [216,241], outros métodos de agitação podem ser utilizados, como a agitação por 
ultra-sons, mistura pelo vortex, vibração, rotação da fibra e agitação sob fluxo [216,243,245,264-266]. 
É importante destacar que a agitação magnética apesar de ser a mais utilizada, devido à facilidade da 
sua utilização, eficiência de agitação, custo reduzido e disponibilidade em laboratórios analíticos, 
apresenta como desvantagens a maior dificuldade na automatização do método e a dificuldade em 
manter a velocidade de rotação constante [216,241], o que pode originar modificações nas condições 
extractivas e alterações no te, com consequências prejudiciais na precisão do método analítico [241] e, 
talvez a mais importante, o risco de contaminação ou carry over [216]. 
A redução efectiva do te depende da velocidade de agitação aplicada e do coeficiente de partição do 
analito [238]. Esperar-se-ia, deste modo, que a agitação por ultra-sons fosse mais eficiente que a 
agitação magnética, por exemplo, na diminuição do te [216,245,265], o que nem sempre se confirma em 
amostras biológicas [216] e o mesmo se verifica com o aumento da eficiência extractiva [245,267]. A 
explicação para este facto prende-se com a existência de analitos voláteis cuja capacidade no espaço-de-
cabeça é muito elevada, em que se atinge rapidamente o equilíbrio mesmo na ausência de agitação 
[237,241]. A utilização deste método de agitação não é aconselhável e, em particular, em fluidos 
biológicos, pois pode adulterar a amostra [242], devido ao aumento de temperatura do sistema 
Capítulo 3 – Métodos de preparação de amostras biológicas para separação cromatográfica 
_______________________________________________________________________________________ 
 
59 
[262,265], o que pode provocar a degradação térmica dos analitos [265,267] ou diminuir a absorção do 
analito pela fase estacionária [266]. 
3.3.6.4 Influência do volume da amostra, do espaço-de-cabeça e razão de volumes  
O Va afecta drasticamente a sensibilidade do método, no equilíbrio, a não ser que este se torne 
significativamente superior ao valor de ffaVK  [241,246]. Esta é a razão pela qual o Va utilizado deve 
ser o mais elevado possível (e/ou Kfa muito pequeno). Mas tenha-se em atenção que Va surge no 
numerador e no denominador das equações 6 e 8, portanto, só quando o Va é muito superior à 
capacidade da fase estacionária, em concreto, quando ffaa VKV 20= , se considerarmos um erro 
experimental de 5% [241], podemos ignorar o seu efeito na SPME por contacto directo [216,244]. Para 
analitos com valores de Kfa superiores a 200 e usando na extracção uma fibra de 100 µm de espessura, 
um Va de 2 ml será suficiente para obter a sensibilidade máxima [241]. Por consequência, a utilização 
de Va superiores ao volume limite não afecta a sensibilidade [216,241], porém, podem melhorar a 
precisão do método [244], dado que pequenas variações no Va  não afectam os resultados 
experimentais [241].  
Num sistema com três fases, independentemente do local onde está colocada a fibra (espaço-de-cabeça 
ou imersa na amostra), esta situação é um pouco mais complexa [246], dada a partição do analito entre 
as três fases [216,241]. Para compostos muito voláteis, os quais se acumulam no espaço-de-cabeça, 
preferencialmente [241], é o termo KhaVh que mais influencia o denominador nas equações 13 e 14. 
Neste caso, o Vh deve ser reduzido a fim de obter um aumento da eficiência extractiva [216,244]. 
Porém, quando se analisam compostos pouco voláteis ou semi-voláteis, a influência de Vh na eficiência 
extractiva é ultrapassada pelo efeito do Va e Kfa [216]. 
Refere-se que, no entanto, o espaço-de-cabeça afecta a cinética da extracção [244,246], já que a difusão 
neste meio é mais rápida que na amostra líquida [215,237], dada a inexistência de uma camada estática à 
volta da fibra [246]. Deste modo, a capacidade do espaço-de-cabeça deve exceder a capacidade da fibra 
em, pelo menos, 20 vezes ( ffahha VKVK 20= ) se pretendemos uma extracção rápida [244,246], mas 
estas considerações só são válidas em situações de equilíbrio [216]. Para compostos pouco voláteis com 
Kha reduzidos o te poderá ser significativamente diminuído se o Vh for diminuto, neste caso, o gradiente 
de concentração no espaço-de-cabeça aumenta e consequentemente a difusão aumenta [215]. Em 
conclusão, deve ser encontrada uma situação de compromisso entre a sensibilidade e a rapidez do 
método [244,246,249].  
Considere-se a existência de um novo efeito na eficiência extractiva, além de Va e Vh, a razão de fases 
(Vh /Va), verificando-se um aumento da quantidade de analito extraída quando este rácio (β) diminui 
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[244,267]. A utilização da razão Vh /Va é particularmente adequada, de facto, o volume do recipiente é 
fixo e, deste modo, alterando o Va podemos optimizar essa razão [242,244]. 
3.3.6.5 Influência do tempo de extracção  
A optimização do te constitui um parâmetro experimental fundamental na optimização do método 
analítico. Considerando que a diminuição do te é directamente proporcional ao decréscimo de Kfa e Lf e 
a sensibilidade do método é incrementada pelos mesmos factores, será necessário encontrar uma 
situação de compromisso entre estas duas condições.  
Nas considerações cinéticas abordadas em 3.3.5.2, o te é condicionado por inúmeras variáveis, 
dependendo do analito e das propriedades da matriz, entre alguns minutos até algumas horas [249,266]. 
Sabe-se que, no equilíbrio, existe uma relação linear entre a concentração inicial do composto na 
amostra e a quantidade de analito que é extraída, o que significa que até ao momento em que se atinge 
o equilíbrio a eficiência extractiva da SPME aumenta, após esse te permanecerá constante [215]. Assim, 
em termos práticos, o intervalo de tempo durante o qual a fase estacionária é exposta à amostra, ou ao 
espaço-de-cabeça acima da amostra pode ser obtido quando, apesar do aumento do te, as áreas dos 
picos cromatográficos permanecem constantes [216,232].  
É pertinente definir se a extracção será efectuada no equilíbrio ou em não equilíbrio. No equilíbrio a 
SPME apresenta o seu máximo de sensibilidade mas, na prática, o te pode ser encurtado dependendo 
da sensibilidade requerida [233,245]. Claro que o primeiro caso é desejável, porque a sensibilidade do 
método é máxima e os erros experimentais mínimos [216]. Contudo, como o tempo necessário para 
atingir o equilíbrio pode ser muito elevado, em particular, em amostras biológicas, e a rapidez da 
análise é um parâmetro importante em toxicologia forense, o te pode ser diminuído. Isto deve-se ao 
facto da SPME ser um método quantitativo não apenas no equilíbrio, mas também em situações 
experimentais de não equilíbrio [248,266], podendo a sensibilidade obtida antes do equilíbrio ser, para 
muitos compostos, suficiente [216,227]. Neste caso, em situações de não equilíbrio, é fundamental não 
só que o te seja controlado rigorosamente [227,248,266] como também as condições de agitação [266] e 
temperatura [241], e se verifique a padronização das condições experimentais, para que o método 
apresente precisão adequada [248,249]. A utilização de um padrão interno (PI) poderá compensar os 
erros [245] atribuídos, por exemplo, a pequenas variações no te e na agitação [216]. 
3.3.6.6 Modificação da matriz 
Tendo em consideração a importância da Kfa, na sensibilidade do método e porque esta é parcialmente 
determinada pela interacção entre o composto e a matriz, a natureza desta última pode ser modificada, 
de modo a influenciar Kfa positivamente, tendo como objectivo o aumento da eficiência extractiva 
[238]. O valor da constante de distribuição entre as fases pode ser incrementado quer pelo ajuste do 
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pH, para prevenir a ionização de ácidos ou bases, quer pela adição de sais neutros, para diminuir a 
solubilidade dos compostos orgânicos na fase líquida. Pelo contrário, a presença de solventes orgânicos 
diminui a Kfa [216,252]. 
3.3.6.6.1 Influência da adição de sal   
A diminuição da solubilidade dos compostos orgânicos em amostras líquidas com a adição de um sal é 
conhecida como efeito salino (salting out) [253,268]. Favorece o aumento da partição dos compostos 
orgânicos, polares, mas não de iões, na fase estacionária [176,238], deste modo, conseguem-se limites 
de detecção mais baixos [268].  
O efeito da adição de um sal neutro à amostra é reforçado pela indução de alterações nas propriedades 
na interface entre a amostra líquida e o espaço-de-cabeça [268] e para normalização das concentrações 
variáveis de sais existentes nos fluidos biológicos [216,219,258]. Esta pode ser mesmo a única razão 
encontrada, em alguns estudos, para a adição de electrólitos ao plasma [216]. A adição de electrólitos a 
matrizes biológicas com componentes poliméricos (e.g. plasma) permitirá que a ligação do analito às 
proteínas seja diminuída e, desta forma, a sensibilidade do método pode ser substancialmente 
aumentada [216].  
No entanto, e não obstante se encontrar descrito em vários estudos, o efeito de salting out nem sempre 
se confirma. Uma das principais razões para a diminuição da eficiência extractiva com a adição do sal 
poderá ser a existência de um número significativo de moléculas do composto de interesse na forma 
dissociada [241,253]. Quando o sal é adicionado à amostra a força iónica da solução aumenta [241,253], 
deste modo, mais moléculas ionizadas são formadas à custa das moléculas neutras existentes [253] e o 
coeficiente de actividade das espécies iónicas aumenta [241]. Por consequência, Kfa diminui para estes 
compostos na forma ionizada e a quantidade de analito extraída é menor [217]. Por outro lado, o 
tempo necessário para atingir o equilíbrio revela-se mais elevado, devido à difusão lenta das moléculas 
em soluções salinas saturadas, mais viscosas, quando comparado com soluções em que não se adiciona 
o sal [253,269] e a precisão do método analítico pode diminuir [269]. Conclui-se, deste modo, que o 
efeito do sal está dependente do efeito do pH da amostra, pelo que os dois factores devem ser 
avaliados em simultâneo, e que o te pode ser influenciado pela concentração do sal [253]. 
3.3.6.6.2 Influência do pH da amostra   
Nos fluidos biológicos podem coexistir analitos sob diferentes formas ácidas e/ou básicas. Uma vez 
que o equilíbrio de dissociação dos ácidos ou bases fracas em meio aquoso é dependente do pH e a 
forma ionizada de um ácido ou base é demasiado polar para ser absorvida pela superfície hidrofóbica 
da fibra, o coeficiente de distribuição será fortemente influenciado pelo pH da amostra [176]. 
Ajustando o pH da amostra, de modo a suprimir a ionização, a eficiência da extracção pode ser 
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aumentada para os revestimentos não iónicos, dado o maior número de espécies neutras em solução 
[238,241]. Por outro lado, como já referido, o efeito de salting out só se verifica quando os analitos se 
encontram na forma neutra [250,253].  
O efeito do pH na SPME em amostras biológicas foi confirmado experimentalmente, os compostos 
ácidos são extraídos mais eficientemente a pH ácido [228] e os analitos básicos a pH elevado [229]. 
Recomenda-se trabalhar a valores de pH pelo menos 2 unidades abaixo do pKa, se os compostos de 
interesse são ácidos, ou acima de pKb, para analitos de carácter básico [229,241], pois, desta forma, a 
constante de equilíbrio ácido-base é deslocada no sentido da forma neutra e esta, como já referido, 
possui maior afinidade para a fase estacionária hidrofóbica. Deste modo, a eficiência extractiva 
aumenta [241,253].  
3.3.6.6.3 Presença de solventes orgânicos na amostra   
A presença de solventes orgânicos (e.g. metanol) numa amostra líquida, em geral, diminui o Kfa [233], 
pelo que a quantidade de analito extraída diminui [233,252]. Quando se adicionam solventes 
hidrofílicos à amostra a solubilidade dos analitos na matriz aumenta [217]. Na prática, as concentrações 
de metanol (MeOH), por exemplo, devem ser inferiores a 1% (v/v) [252] ou 0,5% (v/v) [229,265]. 
DeBruin et al. [227] reportam mesmo concentrações de MeOH iguais ou inferiores a 0,1% (v/v) na 
preparação dos padrões. Por outro lado, a adição de solventes orgânicos a amostras sólidas favorece a 
difusão do analito da matriz para a fase estacionária [217,241]. 
3.3.6.6.4 Diluição da amostra com água  
O efeito de matriz pode ser significativamente reduzido por diluição das amostras [263,268]. A adição 
de água destilada (e.g. na proporção de 1:1) [221] facilita a libertação dos analitos da matriz [214], 
promove o aumento da difusão dos analitos da amostra para a fibra [241] e decresce a concentração de 
proteínas [263]. No entanto, Grimm et al. [270] ao efectuarem um estudo sobre o efeito da diluição em 
amostras não biológicas na recuperação de vários analitos concluem, para a generalidade dos 
compostos, que um aumento da diluição traduz-se numa diminuição da recuperação. Outros autores 
[263,271], em amostras biológicas, referem que as áreas cromatográficas aumentam se a concentração 
do analito se mantiver constante durante a diluição. A adição de água à amostra (e.g. 10 a 30 µL) 
aumentou a sensibilidade do método desenvolvido por Santos et al. [222], enquanto que um aumento 
do volume de água acima destes valores (e.g. 50 µL) diminui a resposta cromatográfica, ainda que esta 
última seja sempre mais elevada quando comparada com as extracções em que não foi adicionada água 
à amostra. Importa referir, no entanto, que a precisão do método aumentou na proporção do Va [222]. 
A presença de vapor de água na fase gasosa (e.g. humidade relativa de 90%) durante a extracção pode 
diminuir, ainda que de forma não acentuada, a adsorção do analito em 10% [214]. 
Capítulo 3 – Métodos de preparação de amostras biológicas para separação cromatográfica 
_______________________________________________________________________________________ 
 
63 
3.3.6.7  Influência da temperatura 
A temperatura da amostra afecta simultaneamente a sensibilidade e a cinética do método extractivo 
[241]. Quando a matriz adsorve os analitos de modo mais eficaz que a fase estacionária, a partição dos 
analitos nesta última é baixa. Diz-se que a extracção tem uma limitação termodinâmica, isto é, o Kfa é 
muito pequeno e, portanto, a sensibilidade é diminuta [238]. Se, pelo contrário, é a fase estacionária 
que possui uma maior afinidade para o analito em relação à amostra será o tempo o único factor 
limitante da extensão da extracção e apenas os processos cinéticos são considerados durante a 
extracção [238]. Para ultrapassar esta limitação cinética, um dos meios mais eficientes, além da agitação, 
é o aquecimento da amostra a temperatura elevada [215,238]. O aumento da pressão de vapor dos 
analitos fornece a energia necessária para que estes se dissociem da matriz e, ao mesmo tempo, 
incrementa a transferência de massa da matriz para o espaço-de-cabeça [238]. 
No entanto, Kfa diminui com o aumento da temperatura e, por isso, também a quantidade de analito 
extraída e a sensibilidade do método de extracção, no equilíbrio, decrescem [216,237]. Todavia, uma 
vez que a difusão dos compostos aumenta com a redução da viscosidade e, portanto, também com o 
aumento da temperatura da amostra [252], o tempo necessário para atingir o equilíbrio pode ser 
reduzido, no entanto, com sacrifício da sensibilidade do método [216,237]. Este procedimento é 
particularmente importante para o plasma devido à sua elevada viscosidade, quando comparado com 
amostras de urina e água [216].  
Porquanto os coeficientes de distribuição são dependentes da temperatura, e esta contribui de forma 
diametralmente oposta na extracção, existe, em regra, uma temperatura óptima em HS-SPME, 
dependente do analito em estudo [238]. Mesmo quando a agitação magnética é aplicada, para alguns 
compostos, a difusão permanece um parâmetro limitativo na extracção por HS-SPME [176]. 
Aparentemente, a baixas temperaturas, o parâmetro limitante é a difusão dos analitos na amostra e na 
fase estacionária [176]. Para analitos termicamente estáveis, e de ponto de ebulição elevado, o te é 
consideravelmente diminuído na HS-SPME a temperaturas elevadas. Como os coeficientes de 
distribuição dos analitos estão parcialmente determinados pela sua interacção com a matriz, para 
compostos de baixa ou moderada volatilidade, o aquecimento da amostra constituiu a forma de libertá-
los para o espaço-de-cabeça [237,238]. À medida que a temperatura da amostra aumenta a quantidade 
de analito libertado pela matriz para o espaço-de-cabeça também aumenta e, consequentemente, Kha 
aumenta [215]. A concentração do analito no espaço-de-cabeça favorece a extracção e o aumento da 
sensibilidade do método [238]. Infelizmente, ao mesmo tempo, o Kfh diminui [237,241]. Regra geral, a 
partir de um determinado valor de temperatura, variável, a difusão dos analitos na amostra líquida e na 
fase estacionária é relativamente rápida, enquanto que, ao mesmo tempo, Kfh decresce [227]. A 
absorção dos analitos pela fase estacionária constitui um processo exotérmico [252], à medida que a 
Capítulo 3 – Métodos de preparação de amostras biológicas para separação cromatográfica 
_______________________________________________________________________________________ 
 
64 
temperatura aumenta o revestimento perde a capacidade de adsorver os analitos [238]. Neste caso, 
espera-se que a sensibilidade do método decresça a temperaturas elevadas, devido à redução efectiva 
no coeficiente de distribuição global [216]. 
 Em resumo, a temperatura óptima para um dado analito é determinada por várias variáveis. Esta 
apenas pode ser conhecida por tentativa e erro [216]. No entanto, como referência, pode-se dizer que 
as temperaturas se situam entre 50-100ºC [216] e 25-140ºC [240] nos métodos de HS-SPME aplicados 
a amostras biológicas. A aplicação de temperaturas elevadas a amostras de sangue não diluídas é 
limitada pela coagulação [227] e pela decomposição das mesmas [258]. 
3.3.6.8 Dessorção térmica  
Na maioria dos casos, em SPME, a dessorção térmica dos compostos da fase estacionária é muito 
eficaz. Por um lado, e porque Kfh diminui com o aumento da temperatura, a capacidade do 
revestimento em libertar os analitos no injector do cromatógrafo aumenta muito rapidamente 
[216,237]. Por outro lado, o fluxo do gás de arraste, constante no injector, facilita a remoção dos 
compostos da fase estacionária [216,237,250]. 
O tempo necessário para que ocorra a dessorção dos analitos deverá ser o mais curto possível e o 
efeito de memória (carry over) deve ser excluído [216]. Portanto, a dessorção térmica deve ser efectuada 
a temperatura elevada [216]. Para os compostos voláteis e semi-voláteis e quando as temperaturas 
utilizadas variam entre 140 a 250ºC, a dessorção pode ocorrer num intervalo de tempo muito curto, em 
fracções de segundo [238,243]. No entanto, para compostos de elevado peso molecular, uma vez que 
as fibras não podem ser aquecidas acima dos 300ºC [238], esse tempo será longo, e o efeito de 
memória pode constituir um problema adicional [216,238,250], dada a sua influência na quantificação e 
a necessidade de dessorções adicionais, antes de se proceder a nova extracção [260].  
Na optimização da temperatura de dessorção, e de modo a não danificar a fase estacionária utilizada, 
deve ser encontrado um valor consensual entre a temperatura, determinada pela volatilidade dos 
compostos, a temperatura máxima permitida pela fibra [230,242,260] e a decomposição térmica dos 
analitos [272], e entre estas e o tempo de dessorção, que deverá ser adequado para que a dessorção dos 
analitos seja completa e o efeito de memória não se verifique [217,219]. Não obstante estas 
considerações teóricas, na prática, as temperaturas máximas recomendadas pelo fabricante não são 
aplicadas, com o objectivo de aumentar o tempo de vida útil da fibra [216], dado que, por exemplo, 
com a fibra de PDMS (100 µm) à temperatura de 200ºC já se verifica o sangramento do filme líquido 
[253]. 
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Considerando que a dessorção dos compostos se encontra intimamente relacionada com a eficiência 
cromatográfica [238], os analitos devem ser rapidamente dessorvidos e arrastados para o topo da 
coluna, para que não se verifique o alargamento da banda cromatográfica [240,272], após o que se 
seguirá a concentração dos analitos no topo da coluna a uma temperatura baixa [257,272]. Parece 
lógico que o liner a utilizar no injector do cromatógrafo apresente um diâmetro interno reduzido 
[216,237]. A utilização de colunas capilares de 0,32 e 0,25 mm em SPME pressupõe a existência de 
liners de 1,5 mm [216,260] ou 0,75 mm de diâmetro interno [216,262], sendo este último o mais 
utilizado.  
A fibra é inserida no liner, no centro da zona aquecida [242]. A posição da fibra no injector tem um 
impacto significativo no processo de dessorção [240,252] e a profundidade a que se encontra no 
injector reflecte-se na área dos picos cromatográficos obtidos [230,252].  
Após a introdução da fibra no injector do cromatógrafo, esta deve ser exposta o mais rapidamente 
possível, devido à dessorção parcial que pode ocorrer dentro da agulha, em particular, no caso de 
compostos voláteis [216], o que pode originar o arrastamento dos picos cromatográficos devido à 
dessorção mais lenta dos analitos que se encontram no interior do filme, em relação àqueles que se 
encontram adsorvidos à sua superfície [213], ou o aparecimento de picos separados (split peaks) [216]. 
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4 Métodos analíticos para determinação de drogas de abuso  
Neste capítulo referem-se os métodos analíticos mais utilizados na análise toxicológica forense para 
detecção, identificação e quantificação de drogas de abuso em amostras biológicas. A detecção e a 
identificação de drogas de abuso são efectuadas mediante uma abordagem bietápica, que integra, em 
geral, a utilização de duas técnicas analíticas díspares nos princípios científicos em que se baseiam e 
envolve a utilização de alíquotas diferentes, da mesma amostra ou amostras distintas (e.g. sangue da 
cavidade cardíaca, sangue periférico). Numa primeira etapa é efectuada uma análise de triagem, de fácil 
execução, rápida e automatizada, enquanto que a segunda, realizada apenas nas amostras que se 
presume serem positivas obtidas no teste de triagem, é definida como análise de confirmação 
[273,274]. 
4.1 Métodos de triagem de drogas de abuso em amostras biológicas 
Os imunoensaios desempenham um papel significativo como método de triagem para a determinação 
qualitativa de drogas de abuso em amostras biológicas (e.g. sangue, soro, urina, saliva) [274,275]. A sua 
utilização é comum em laboratórios que analisam um número elevado de amostras, traduzindo-se 
numa diminuição do tempo de análise [275]. Como o próprio nome indica baseiam-se em técnicas 
imunológicas, reacções que ocorrem entre antigénios (Ag) e anticorpos (Ac). A inoculação de um Ag 
(e.g. um fármaco acoplado a uma proteína) a animais de laboratórios (e.g. coelho) desencadeia por 
parte do organismo vivo uma resposta imunológica com produção de Ac contra o Ag administrado. 
Os testes comercializados baseiam-se na utilização de um Ac com afinidade estrutural para o composto 
ou grupo de compostos a detectar (e.g. opiáceos, canabinóides, cocaína, anfetaminas) e uma forma 
marcada do Ag a pesquisar que compete na reacção com o analito presente na amostra e permitirá 
detectar a formação do complexo analito – Ac. Os marcadores (indicadores da reacção) mais utilizados 
são fluorocromos, isótopos radioactivos e enzimas, respectivamente, imunoensaios por fluorescência 
polarizada (Fluorescence Polarization Immunoassay, FPIA), radioimunoensaios (Radioimmunoassay, RIA) e 
técnicas imunoenzimáticas (Enzyme immunoassay, EIA) [273]. 
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O Serviço de Toxicologia Forense (STF) da delegação de Lisboa do Instituto Nacional de Medicina 
Legal (DLINML) recebe um número elevado de amostras (e.g. 5000/ano), tendo adoptado este tipo de 
metodologia, em particular, os métodos imunoenzimáticos há alguns anos [275]. A diminuição das 
exigências operativas ao nível da preparação de amostras (e.g. diluição) e da análise e o número elevado 
de amostras analisadas simultaneamente traduzem-se numa diminuição do tempo total de análise e em 
baixos custos por análise. O volume de amostra requerido é diminuto (e.g. 10 a 25 µL) e apresentam 
sensibilidade elevada. Porém, estes métodos não identificam o analito, apenas detectam a presença na 
amostra de um composto cuja estrutura química é similar à do Ag para o qual o Ac foi produzido (e.g. 
morfina, THC, anfetamina) indiciando quais as que podem ser positivas para os grupos de compostos 
em análise (opiáceos, canabinóides, anfetaminas) e revelando aquelas que são negativas. O Ac 
produzido para o Ag (e.g. morfina) apresenta reactividade cruzada com outros compostos com 
estruturas químicas semelhantes (e.g. codeína e 6-monoacetilmorfina, ambas pertencentes ao grupo dos 
opiáceos), ou ainda com substâncias que interferem com a análise, facto particularmente relevante em 
amostras post mortem (e.g. cadaverina e putresceína, com o grupo das anfetaminas). Por este motivo, 
qualquer resultado positivo fornecido por este método analítico deve obrigatoriamente ser confirmado 
por um método dotado de especificidade adequada, capaz de fornecer informação no que respeita à 
estrutura molecular do analito. 
No entanto, os testes comercializados abrangem apenas alguns grupos de drogas, em particular, 
aquelas cujo consumo é mais expressivo na sociedade, em detrimento de outras mais recentes (e.g. 
piperazinas) ou menos consumidas. Deste modo, podem ser utilizadas outras metodologias analíticas 
nesta fase de rastreio, em geral, técnicas cromatográficas associadas a detectores selectivos. 
4.2 Métodos de confirmação e quantificação de drogas de abuso em 
amostras biológicas 
Na análise qualitativa e quantitativa de compostos orgânicos em matrizes biológicas, várias técnicas 
instrumentais têm sido desenvolvidas, em particular, as técnicas cromatográficas hifenadas [216]. 
Tendo presente que a amostra se apresenta como uma mistura constituída por compostos orgânicos 
diversos a GC ou a HPLC permitem separar os compostos orgânicos existentes na amostra. Ambas, 
em geral, envolvem a distribuição ou a partição dos analitos entre duas fases diferentes, uma fase 
estacionária e uma fase móvel. O estado físico desta última é o elemento de diferenciação entre as duas 
técnicas cromatográficas, respectivamente, um gás inerte e um líquido.  
No entanto, estas técnicas separativas não permitem detectar os analitos, para tal, associam-se a 
sistemas de detecção (e.g. detector de ionização de chama, detector de captura electrónica, 
espectrómetro de massa). A GC por si só não permite confirmar a presença de um analito, a 
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identificação dos compostos separados é efectuada por comparação do Tr do analito com o Tr de um 
padrão analítico, em iguais condições cromatográficas. Porém, este Tr não é exclusivo de um único 
composto, podendo existir outros com o mesmo Tr [276]. Deste modo, os compostos desconhecidos 
não podem ser identificados, e a presença simultânea de dois ou mais analitos na amostra cria 
equívocos. Por outro lado, os analitos não voláteis, e aqueles cuja pressão de vapor não possibilita a 
sua presença sob a forma gasosa nas condições cromatográficas, não se adequam a esta forma de 
análise [276,277]. A estabilidade térmica quer do analitos quer da fase estacionária é, também, um 
factor restritivo da sua utilização [277]. Porém, a possibilidade de ligação a vários tipos de detectores, a 
sensibilidade elevada, quando o método de detecção é o apropriado, e o grande poder de resolução, 
aliados à facilidade de utilização, constituem vantagens desta técnica, permitindo que a GC seja ainda 
hoje, decorridos 53 anos após a sua comercialização, a técnica de eleição para separação de compostos 
voláteis [276]. 
A espectrometria de massa é utilizada para identificar os compostos presentes na amostra. É uma 
técnica analítica de valor inestimável. À estrutura química da molécula, ao modo como a fragmentação 
ocorre, à estrutura do ião molecular, corresponde um espectro de massa que caracteriza o composto e 
o distingue de todos os outros compostos. Deste modo, é possível identificar de forma inequívoca um 
composto, quer por comparação com bibliotecas de espectros, quando o analito é conhecido, quer por 
dedução da estrutura molecular, para compostos orgânicos desconhecidos, além de permitir a 
determinação da composição isotópica dos elementos e, se a resolução do espectrómetro de massa for 
suficiente, do peso e fórmula molecular [278,279]. Contudo, porque não é uma técnica de separação, 
em misturas complexas, os espectros de massa estão sujeitos a interferências, por vezes da própria 
matriz biológica, o que dificulta a sua interpretação, ainda que, em rigor, não a impossibilite. A GC-MS 
permite resolver este problema, dado que alia o elevado poder de separação de compostos voláteis da 
primeira à grande capacidade de identificação desta última [276]. A presença dos compostos sob a 
forma gasosa, facultada pela GC, e a capacidade de estabelecer uma ligação directa entre o 
cromatógrafo e o detector (e.g. interface capilar directa), constituíram, até há bem pouco tempo, uma 
mais valia da utilização da GC-MS, em relação à cromatografia líquida de alta eficiência associada à 
espectrometria de massa (LC-MS), por exemplo. 
4.3 Revisão bibliográfica sobre análise de piperazinas 
As piperazinas podem ser analisadas por várias técnicas separativas hifenadas, refere-se a GC, a HPLC 
e a electroforese capilar, associadas a sistemas de detecção. No entanto, no que se respeita a métodos 
de triagem, os imunoensaios comercializados não parecem detectar a sua presença [23,32,185], ao 
contrário do que se verifica com a detecção das anfetaminas e metanfetaminas. Porém, quer os 
imunoensaios testados quer as piperazinas analisadas (BZP), descritos na literatura, são escassos e 
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necessitam de um estudo mais aprofundado. Estudos efectuados neste laboratório, pelo autor, indiciam 
que algumas piperazinas (e.g. MeOPP) apresentam reactividade cruzada com a técnica 
imunoenzimática da Orasure Technologies indicada para a detecção de anfetaminas em amostras 
biológicas. 
As piperazinas possuem na sua constituição dois átomos de azoto, pelo que a aplicação de um detector 
de azoto e fósforo (NPD) capaz de assinalar selectivamente estes compostos pode ser considerada. Até 
2001 apenas estava descrito na literatura um procedimento analítico por GC com detector de NPD 
(GC-NPD) para a detecção e quantificação da BZP, ainda que como metabolito da piberalina, em 
amostras de plasma e urina [181]. Mais recentemente, esta técnica é aplicada por de Boer et al. [23] na 
análise da BZP, MeOPP e TFMPP. Face à presença de isómeros da BZP (e.g. 1-(2-
metilfenil)piperazina), e da MeOPP (e.g. 1-(3-metoxifenil)piperazina), com o mesmo Tr, e à existência 
de picos cromatográficos assimétricos e com tailing no cromatograma, a sua utilização enquanto 
método de identificação e quantificação, respectivamente, encontra-se comprometida [23]. No entanto, 
permitem a sua utilização como método de triagem, se o método de confirmação é a GC-MS [23,185]. 
Idêntico procedimento é descrito para a mCPP, ainda que como metabolito da trazodona [280]. A 
mCPP e a TFMPP contêm halogéneos na sua estrutura química, respectivamente, um átomo de cloro e 
um grupo trifluorometilo pelo que a sua análise por GC com detector de captura electrónica (GC-
ECD) é possível e encontra-se descrita na literatura [77,183]. 
No que respeita à existência de métodos de confirmação para a identificação e quantificação simultânea 
das piperazinas em amostras biológicas os trabalhos publicados são escassos, ou envolvem a sua 
determinação individual. Em amostras post mortem são quase inexistentes, com excepção dos trabalhos 
publicados por Wikström et al. [36], para a identificação e quantificação da BZP e por Martínez et al. 
[280] para a mCPP. Distinguem-se como metodologias de confirmação a análise por GC e HPLC, a 
primeira associada a detectores específicos, como o detector de NPD ou ECD, e a segunda a 
detectores de ultravioleta (UV) ou electroquímicos. Actualmente, face às exigências cada vez maiores 
no que respeita à identificação dos analitos, às repercussões de um falso resultado positivo, a utilização 
destas duas técnicas de separação acopladas a detectores de massa é imperativa num método de 
confirmação, em detrimento da utilização de outros detectores (e.g. NPD, ECD, UV).  
A presença de mCPP no plasma e no cérebro é confirmada por GC-MS [183,281] e, na urina, após 
derivatização química [27], ambos em amostras biológicas de origem animal. de Boer et al. [23] 
descrevem várias metodologias analíticas para a detecção e identificação da BZP, TFMPP e MeOPP, 
entre elas a GC-MS, com e sem derivatização química, sendo propostas como técnicas de derivatização 
analítica a acetilação e a trifluoroacetilação. A identificação destas drogas de abuso relacionadas com a 
piperazina em amostras de urina de rato encontra-se descrita por GC-MS após acetilação, refere-se a 
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BZP, cujo LD é 100 ng/mL [32], a MeOPP com um LD de 50 ng/mL [85], a TFMPP com um LD de 
10 ng/mL [80] e a MDBP com um LD de 100 ng/mL [90]. 
Os trabalhos experimentais de Peters et al. [24] permitem, pela primeira vez, efectuar a triagem, a 
identificação e a quantificação simultânea de todas as piperazinas referenciadas como drogas de abuso, 
em amostras de plasma humano, assim como a validação da metodologia analítica. No método descrito 
e validado pelos autores é utilizada, para efectuar a separação analítica, uma coluna capilar HP-5MS 
(fase estacionária de fenilmetilpolisiloxano 5%) e o espectrómetro de massa opera em modo de 
monitorização selectiva de iões (modo SIM). A derivatização com anidrido heptafluorbutírico (HFBA) 
é empregue. A quantificação é efectuada por recurso ao método do padrão interno. Dada a inexistência 
de compostos deuterados, foi utilizada a 1-(4-metilfenil)piperazina (pTp).  
Na HPLC, ao contrário do que sucede com a GC, os analitos interagem quimicamente com a fase 
móvel e a fase estacionária. Os equilíbrios físico-químicos que se estabelecem estão na base dos 
princípios de separação dos analitos (e.g. adsorção, exclusão molecular, troca iónica, partição). 
Encontra-se descrita na literatura por HPLC a detecção e quantificação da mCPP no soro e urina de 
ratos [186], no sangue, plasma humano, cérebro ou leite materno [75,184,187,209,282,283]. No 
entanto, sempre como metabolito da trazodona, nefazodona ou etoperidona. Como vantagem da 
utilização desta técnica, na análise das piperazinas, pode-se referir que dispensam a etapa de 
derivatização necessária à sua separação por GC [88].  
A HPLC de partição (fase reversa ou fase normal) é aquela que se encontra descrita na literatura para a 
separação cromatográfica das piperazinas. Neste sentido, refere-se a separação da mCPP por 
cromatografia de fase reversa, com colunas de funcionalidades diversas (e.g. C18, C8) 
[75,88,186,187,209,211] e de fase normal designadamente uma fase estacionária de CN [210]. Os 
detectores utilizados podem ser específicos como os electroquímicos [83,210,211] e os de UV, sendo 
este último de aplicação mais generalizada na detecção da mCPP [184,187,282], com um máximo de 
absorção a 250 nm [186], 254 nm [75,88] ou 205 nm [209]. Para a TFMPP refere-se um máximo de 
absorção a 229 nm à semelhança da pTp [88] após separação no HPLC. Contudo o máximo de 
absorção da BZP no UV (211 nm) não é característico, razão pela qual de Boer et al. [23] referem que 
esta técnica não pode ser utilizada para a identificação inequívoca deste composto. 
A HPLC é particularmente indicada na separação de compostos termolábeis, polares e de peso 
molecular elevado. Neste sentido, e face aos conhecimentos actuais no que respeita ao metabolismo 
das piperazinas, a utilização desta técnica permite a análise destes compostos na sua forma conjugada 
(e.g. glucuronidos, sulfatos) sem que seja necessário proceder à hidrólise dos conjugados. Numa análise 
de confirmação, onde é exigida a inexistência de falsos resultados positivos, reitera-se que, 
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independentemente da metodologia adoptada na separação dos compostos, o único detector que 
permite identificar sem equívocos o analito é o espectrómetro de massa, dada a sua selectividade 
elevada. Neste sentido, a LC-MS é uma metodologia analítica em expansão para a análise de 
confirmação destes compostos. Referem-se os trabalhos publicados por Tsutsumi et al. [51], que 
permitem a identificação da BZP e seus metabolitos, na urina dos ratos, além da quantificação do 
composto na forma inalterada. O desenvolvimento de um método analítico para a identificação dos 
metabolitos conjugados da TFMPP efectuado por Staack et al. [80] e os estudos de validação de uma 
metodologia analítica para quantificação da mCPP em plasma humano, ainda que como metabolito da 
nefazodona [182,284].  
Na separação das piperazinas, em amostras de água e urina, encontra-se descrita a electroforese capilar 
[68], cuja aplicação em toxicologia forense é pouco expressiva.  
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5 Justificação do tema e objectivos 
Considerando o que foi referido nos capítulos anteriores e o facto de que quando se iniciou este 
trabalho a BZP, TFMPP, mCPP e MeOPP eram drogas recentes, pouco conhecidas, para as quais o 
laboratório do STF não possuía metodologia analítica, justificou-se a necessidade de desenvolver 
métodos analíticos para a sua determinação em amostras biológicas. A detecção destes compostos em 
fluidos biológicos ainda não foi referida em Portugal. No entanto, numa Europa sem fronteiras, dado 
que estas drogas não estão sujeitas a legislação específica no nosso país e ao facto de que estão à 
distância de um simples clique no rato, não será descabido esperar a sua presença em amostras 
biológicas no âmbito da toxicologia forense. A sua presença em amostras post mortem quer no âmbito de 
mortes directamente relacionadas com os efeitos directos destas drogas no organismo ou decorrentes 
dos seus efeitos indirectos (e.g. na condução) ou in vivo no âmbito do código da estrada, em vítimas de 
crimes de violação ou suspeita de intoxicação, poderá desta forma ser investigada. 
 
O sangue é o fluido biológico de eleição para a quantificação das drogas de abuso, dado que os seus 
efeitos relacionam-se com as concentrações dos compostos na forma livre nesta amostra. As amostras 
de sangue total são mais complexas do que as de plasma ou soro e representam a maioria das amostras 
recebidas no STF. Não existe nenhum método descrito na literatura para a triagem, confirmação e 
quantificação simultânea destes compostos em amostras de sangue total o que motivou a necessidade 
de desenvolver métodos analíticos para a sua determinação. A SPE é a técnica mais utilizada no STF 
para a extracção e pré-concentração dos compostos orgânicos presentes em amostras de sangue. Por 
outro lado, a urina é a amostra ideal para a triagem de drogas de abuso, apresenta menos interferentes 
e, em geral, as concentrações aí encontradas são elevadas ou permitem detectar a sua presença mesmo 
decorridos alguns dias após a ingestão. O elevado número de amostras que são analisadas no STF exige 
metodologias analíticas céleres, em particular no que respeita aos métodos de triagem, e os métodos 
imunoenzimáticos existentes não permitem a sua detecção. A SPME é uma técnica de extracção rápida 
e que exige por parte do operador pouca manipulação, ainda que nunca tenha sido empregue no STF e 
não esteja descrita na literatura a sua aplicação na determinação destas drogas em amostras biológicas.  
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A cromatografia gasosa associada à espectrometria de massa foi o método de análise utilizado neste 
trabalho. Neste sentido é possível separar e identificar de forma inequívoca um composto, condição 
obrigatória no STF. 
 
Os resultados fornecidos pelo método analítico devem ser rigorosos, deles dependem decisões, são 
estabelecidas inferências e sentenças judiciais com consequências económicas, sociais e jurídicas na 
vida de um indivíduo e na sociedade. Antes de ser utilizado em análises de rotina o método analítico 
deve ser validado, à que demonstrar que este é adequado ao propósito a que se destina, exige-se que os 
resultados obtidos sejam fiáveis. Esta imposição não pode ser menosprezada mesmo que as 
determinações sejam pontuais e os analitos pouco conhecidos. Pelo contrário, a utilização de um 
método interno, desenvolvido na sua totalidade num laboratório, e a detecção, identificação ou 
quantificação de um analito nunca antes determinado obriga a exigências iguais ou ainda superiores por 
parte de quem fornece os resultados. As consequências de um falso resultado positivo podem ser 
devastadoras e o mediatismo associado a novas drogas voraz.  
 
Os objectivos principais deste trabalho contemplam: 
• O desenvolvimento de um método de extracção em fase sólida e análise por cromatografia 
gasosa-espectrometria de massa (SPE-GC-MS) para a triagem, confirmação e quantificação de 
BZP, TFMPP, mCPP e MeOPP em amostras de sangue total; 
• O desenvolvimento de um método de SPME-GC-MS para triagem, confirmação e 
quantificação de BZP, TFMPP, mCPP e MeOPP em amostras de urina; 
• Validação dos métodos analíticos desenvolvidos. 
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6 Materiais e métodos 
6.1 Padrões e Reagentes 
Os padrões de referência de cloridrato de 1-(3-clorofenil)piperazina, dicloridrato de 1-(4-
metoxifenil)piperazina (grau de pureza 90%) foram obtidos à Sigma-Aldrich Corporation (Steinheim, 
Alemanha). A 1-benzilpiperazina e 1-(3-trifluorometilfenil)piperazina foram gentilmente cedidas pelo 
Laboratório de Análises e Dopagem do Instituto do Desporto de Portugal. O padrão interno (para 
análise qualitativa e quantitativa) dicloridrato de 1-(4-metilfenil)piperazina (pTp) (grau de pureza 97%) 
foi adquirido à Lancaster Synthesis (Lancashire, Reino Unido) e o padrão interno (para análise 
quantitativa) metanfetamina deuterada (metanfetamina-D9) (grau de pureza 99%) foi fornecido pela 
Cerilliant (Round Rock, EUA). 
O acetato de etilo, ácido clorídrico (HCl a 37%), amónia (NH4OH a 25%), NaCl, diclorometano, di-
hidrogenosfosfato de potássio anidro (KH2PO4), n-hexano, metanol (grau de pureza adequado à 
cromatografia gasosa) e 2-propanol foram fornecidos pela Merck (Darmstadt, Alemanha). O carbonato 
de potássio (K2CO3) e o hidróxido de potássio (KOH) foram adquiridos à Riedel-de Haën (Seelze, 
Alemanha). 
A água desionizada utilizada ao longo deste trabalho tem uma resistividade de 18,2 MΩcm-1 à 
temperatura ambiente e foi produzida num sistema de purificação de água Simplicity 185 (com 
lâmpada de UV) da Millipore (Bedford, EUA). 
Os reagentes de derivatização empregues: N,O-bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida (BSTFA), N-metil-
N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA), N-metil-bis-trifluoroacetamida (MBTFA) foram adquiridos 
à Macherey-Nagel (Düren, Alemanha). O anidrido trifluoroacético (TFAA) foi fornecido por Riedel-de 
Haën (Seelze, Alemanha). 
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6.2 Soluções 
As soluções padrão individuais das substâncias em estudo foram preparadas em metanol na 
concentração de 1000 µg/mL e armazenadas a -10ºC, ao abrigo da luz.  
As soluções de trabalho a 100 µg/mL foram obtidas por diluição das respectivas soluções padrão com 
metanol.  
Para a SPE, por diluição das soluções de trabalho iniciais prepararam-se soluções de trabalho com 
concentrações de 10, 1 e 0,1 µg/mL utilizando como solvente o metanol. As soluções de trabalho 
foram armazenadas entre 2 a 8ºC, ao abrigo da luz.  
Para a SPME, por diluição das soluções de trabalho iniciais prepararam-se soluções de trabalho 
aquosas com concentrações de 10, 0,1 e 0,01 µg/mL utilizando como solvente água desionizada. As 
soluções de trabalho foram armazenadas entre 2 a 8ºC, ao abrigo da luz. 
Ácido clorídrico (0,1 N) (100 mL): Para um balão volumétrico de 100 mL de capacidade contendo 60 
mL de água desionizada pipetaram-se 810 µL de HCl concentrado (37%). Completou-se com água 
desionizada até perfazer o volume e homogeneizou-se por inversão. 
Ácido clorídrico a 1% em metanol (100 mL) Para um balão volumétrico de 100 mL de capacidade 
contendo 60 mL de metanol adicionou-se 1 mL de HCl concentrado (37%). O volume final de 100 mL 
foi obtido com metanol, a solução foi devidamente agitada. 
Diclorometano/isopropanol/amónia (78:20:2, v/v/v) (100 mL): A 78 mL de diclorometano 
adicionaram-se 20 mL de 2-propanol e homogeneizou-se vigorosamente. A esta solução foi adicionado 
2 mL de NH4OH e homogeneizou-se por inversão. 
Diclorometano/metanol (50:50, v/v) (100 mL): A 50 mL de metanol adicionaram-se 50 mL de 
diclorometano e homogeneizou-se por inversão. 
Hidróxido de potássio (1 M) (100 mL): Foram pesados 5,61 g de KOH para um balão volumétrico de 
100 mL de capacidade contendo 80 mL de água desionizada e a solução foi homogeneizada por 
inversão. Completou-se com água desionizada até preencher o volume, a solução foi devidamente 
agitada. 
Hidróxido de potássio (10 M) (100 mL): Foram pesados 56,1 g de KOH para um balão volumétrico de 
100 mL de capacidade contendo 80 mL de água desionizada, após arrefecimento a solução foi 
homogeneizada por inversão. Completou-se com água desionizada até preencher o volume, a solução 
foi devidamente agitada. 
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Metanol a 5% (v/v) (100 mL): Pipetaram-se 5 mL de metanol para um balão volumétrico de 100 mL 
de capacidade contendo 60 mL de água desionizada. Adicionou-se água até completar o volume e 
homogeneizou-se por inversão. 
Metanol/amónia (95:5, v/v) (100 mL): Pipetaram-se 5 mL de NH4OH para um balão volumétrico de 
100 mL de capacidade contendo 60 mL de metanol. Adicionou-se metanol até completar o volume e 
homogeneizou-se por inversão. 
Tampão fosfato (0,1 M, pH 6,0±0,1) (1000 mL): Pesaram-se 13,6 g de KH2PO4 e transferiu-se para um 
balão volumétrico de 1000 mL de capacidade com 900 mL de água desionizada, homogeneizou-se num 
banho ultra-sónico até dissolução completa do KH2PO4. Mediu-se o pH da solução e ajustou-se a pH 
6,0±0,1 com uma solução de KOH a 1 M. Completou-se ao traço com água desionizada. 
6.3 Equipamentos 
• Agitador magnético com placa de aquecimento modelo MR3001K, conectado a um dispositivo 
electrónico de controlo de temperatura, modelo EKT 3001 com sensor térmico, ambos fornecidos 
por Heidolph Instruments GmbH & Co KG (Schwabach, Alemanha); 
• Balança analítica da Kern & Sohn GmbH, modelo 770-13 (Balingen-Frommern, Alemanha); 
• Banho seco da Grant Instruments (Cambridge) Ltd, modelo QBT2 (Royston, Reino Unido); 
• Banho ultra-sónico, modelo XB14 da Grant Instruments (Shepreth, Reino Unido); 
• Câmara para extracção em fase sólida manual com capacidade para 20 colunas (Vac Master) 
adquirida a International Sorbent Technology Ltd (Hengoed, Reino Unido) associada a uma 
bomba de vácuo, modelo N022AN18, fornecida por KNF Neuberger GmbH (Freiburg, 
Alemanha); 
• Centrífuga da marca Heraeus Sepatech GmbH e modelo Megafuge 1.0 (Osterode, Alemanha); 
• Cromatógrafo de gases modelo 6890A acoplado a um detector selectivo de massa modelo 5973N e 
dotado de um injector automático modelo 7683 da marca Agilent (Waldbronn, Alemanha). 
• Cromatógrafo de gases modelo 6890N acoplado a um detector selectivo de massa modelo 5973 
Inert e dotado de um injector automático modelo 7683 da marca Agilent Technologies Inc. 
(Waldbronn, Alemanha); 
• Desencapsulador da Chromacol (Welwyn Garden City, Reino Unido); 
• Dispositivo de SPME manual adquirido a Supelco (Bellefonte, EUA); 
• Encapsulador da Agilent (Palo Alto, EUA); 
• Evaporador da Techne (Cambridge) Ltd, modelo Dri-block DB-3 (Duxford Cambridge, Reino 
Unido);  
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• Homogeneizador, modelo SRT2, da Stuart Scientific (Redhill Surrey, Reino Unido); 
• Potenciómetro, modelo Handylab1, da Schott-Geräte GmbH (Mainz, Alemanha); 
• Vortex, modelo ZX3, adquirido a Velp Scientifica srl (Usmate, Itália). 
6.4 Materiais 
• Barras magnéticas, revestidas por PTFE, de 10 mm de comprimento e 3 mm de diâmetro, da 
Sigma-Aldrich Co. (Steinheim, Alemanha); 
• Colunas de extracção em fase sólida Oasis® HLB (60 mg de enchimento, 3 mL volume) e Oasis® 
MCX (60 mg de enchimento, 3 mL volume) fornecidas por Waters Corporation (Milford, EUA); 
• Fases estacionárias, polidimetilsiloxano (PDMS) com 100 µm de espessura, e poliacrilato (PA) de 
85 µm de espessura, adquiridas a Supelco (Bellefonte, EUA); 
• Frascos de vidro para headspace com 6 e 10 mL de capacidade adquiridos à Chromacol (Welwyn 
Garden City, Reino Unido) e de 20 mL de capacidade da Agilent (Palo Alto, EUA); 
• Liners de 0,75 mm de diâmetro interno, para splitless, da Supelco (Bellefonte, EUA); 
• Liners de 4 mm de diâmetro interno, para split, com lã de vidro, da Agilent (Palo Alto, EUA); 
• Septos Thermogreen® LB-2 de 11 mm de diâmetro da Supelco (Bellefonte, EUA); 
• Tampas de alumínio com septos de 20 mm de politetrafluoretileno (PTFE)/clorobutilo para 
frascos de headspace fornecidos pela Chromacol (Welwyn Garden City, Reino Unido). 
6.5 Condições cromatográficas 
A separação cromatográfica foi realizada utilizando uma coluna capilar de sílica fundida HP-5MS com 
30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura do filme. A esta foi 
conectada uma pré-coluna de 2 m de comprimento (comprimento original de 10 m) e 0,32 mm de 
diâmetro interno com sílica desactivada, ambas da Agilent Technologies Inc. (Little Falls Site, EUA). 
Para a técnica de SPE-GC-MS e com o objectivo de obter uma eficiência separativa adequada 
desenvolveu-se um programa de temperaturas da coluna: temperatura inicial do forno de 120ºC 
sustentada durante 2 minutos, seguindo-se um gradiente térmico de 12ºC por minuto até aos 235ºC, a 
temperatura final foi mantida constante durante 3 minutos. A temperatura do injector e do detector 
(interface) foi mantida a 280ºC. A injecção foi de 2 µL efectuada em modo split; com uma razão de split 
de 1:6.  
Para a SPME-GC-MS, com derivatização, após um período inicial isotérmico a 90ºC mantido durante 
2 minutos, seguiu-se um gradiente linear de 15ºC por minuto até atingir 235ºC, com um tempo final de 
3 minutos. A temperatura do injector e a do detector (linha de transferência) foram mantidas a 250ºC e 
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a 280ºC, respectivamente. A fibra foi dessorvida durante 2 minutos em modo splitless, a válvula de split 
foi aberta após esse período e iniciou-se a corrida cromatográfica.  
Utilizou-se hélio como fase móvel (gás de arraste), de pureza > 99,9996% da Praxair (Maia, Portugal). 
O fluxo do gás de arraste manteve-se constante (0,8 mL/min).  
O espectrómetro de massa foi utilizado no modo de impacto electrónico, energia de 70 eV. Em modo 
de varrimento contínuo (modo SCAN), com um varrimento num intervalo de razões m/z de 50 a 500 
u.m.a., no modo SIM, atribuiu-se a cada composto em estudo três iões, considerando o Tr do 
composto. 
O atraso de solvente (do inglês, solvent delay) foi de 8,00 minutos e 5,50 minutos respectivamente na 
SPE-GC-MS e SPME-GC-MS. 
A aquisição e tratamentos dos dados foram obtidos com os softwares Enhanced ChemStation G1701CA 
versão C.00.00 de 31-Dez-1999 e/ou MSD ChemStation G1701DA versão D.01.00 Build 75 de 26-
Ago-2003 da Agilent Technologies (Center Ville Road, EUA).  
Os liners utilizados foram silanizados e o injector foi limpo a cada 100 análises, de modo a prevenir a 
diminuição da sensibilidade. 
Na SPME, antes da primeira utilização, a fase estacionária de PDMS foi condicionada, no injector do 
cromatógrafo, durante uma hora à temperatura de 250ºC (indicação do fabricante 30 minutos a 250ºC) 
e a de PA a 300º C durante duas horas, de acordo com as instruções do fabricante. Decorrido esse 
tempo, foi efectuada uma corrida em branco para confirmar a inexistência de picos cromatográficos, os 
quais podem ser fruto de contaminações decorrentes do processo de fabrico das fibras.  
6.6 Amostras biológicas em estudo 
As amostras de sangue e urina utilizadas no decorrer deste trabalho como amostras brancasii foram 
colhidas in vivo ou post mortem no âmbito do Código da Estrada [285] e de autópsias médico-legais [286] 
efectuadas no Serviço de Tanatologia Forense da DLINML ou nos Gabinetes Médico-Legais que 
actuam na sua dependência, durante o ano de 2003. Amostras de urina de voluntários do STF, não 
consumidores de drogas ou medicamentos, foram ainda obtidas. 
 
                                                           
ii Por amostra branca entende-se uma amostra cuja matriz é equivalente à das amostras a analisar mas isenta da(s) 
substância(s) a pesquisar. 
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As amostras recebidas no STF da DLINML para análise toxicológica (e.g. determinação da taxa de 
álcool no sangue, pesquisa de substâncias medicamentosas, drogas de abuso, pesticidas) foram 
conservadas por congelação a -10ºC. 
6.7 Identificação dos compostos 
A identificação do composto na amostra, por GC-MS em modo SIM, pressupõe o reconhecimento de 
três iões diagnóstico no fragmentograma [287,288]. Mais ainda, torna-se particularmente importante 
monitorizar as suas intensidades relativas [289]. Daí a necessidade de estabelecer quais os critérios de 
aceitação admitidos para as abundâncias relativas dos sinais iónicos [287,290]. A abundância relativa de 
um ião diagnóstico, expressa como percentagem da intensidade do ião mais intenso (pico base) [290], 
foi determinada por integração da área do pico cromatográfico seleccionado e normalizada ao pico 
base (que corresponde a 100%) [287]. Na Tabela 6-1 encontram-se descritos os intervalos de aceitação 
permitidos para as abundâncias relativas utilizados na identificação dos compostos em estudo [287]. 
Tabela 6-1. Intervalos máximos de tolerância permitidos para as abundâncias relativas dos iões de diagnóstico, 
monitorizados em modo SIM, e expressos em percentagem (%) [287]. 
Abundância relativa 
(% relativa ao pico base) 
Intervalo máximo de tolerância permitido 
(%) 
> 50 ± 10 (intervalo absoluto) 
25 - 50 ± 20 (intervalo relativo) 
< 25 ± 5   (intervalo absoluto) 
 
Elegeram-se ainda como critérios de confirmação qualitativa que a variação do tempo de retenção 
relativo do composto (TrR), expresso pela razão entre o Tr do composto e o Tr do padrão interno, 
fosse inferior ou igual a 1% quando comparado ao TrR do padrão do composto em análise. Além de 
que, a razão entre o sinal do ião diagnóstico menos intenso e o sinal correspondente ao ruído da linha 
de base (razão sinal/ruído) deveria ser superior a 3:1 [287]. A determinação da razão sinal/ruído (S/N) 
foi realizada mediante a comparação da abundância relativa da m/z do ião diagnóstico seleccionado 
com a abundância relativa da m/z da linha de base adjacente ao pico do composto (Tr ± 0,5 minutos), 
por recurso ao software do equipamento. 
6.8 Extracção em fase sólida (SPE) 
6.8.1 Pré-tratamento das amostras biológicas 
As amostras recebidas no STF são armazenadas a -10ºC. Por isso, antes da extracção, as amostras de 
sangue total foram descongeladas até atingirem a temperatura ambiente e homogeneizadas, por 
movimentos de rotação e inversão, durante 15 minutos.  
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Uma alíquota de 500 µL de sangue foi diluída com 8 mL de uma solução de tampão fosfato (KH2PO4 
0,1 M, pH 6,0±0,1). Procedeu-se à homogeneização (10 minutos) e centrifugação durante 10 minutos a 
2500 r.p.m. para remoção de partículas em suspensão. O precipitado obtido foi rejeitado. 
6.8.2 Metodologia de extracção em fase sólida 
Na extracção das substâncias em estudo por SPE, foram avaliados dois tipos de colunas, Oasis® HLB 
e Oasis® MCX e três metodologias extractivas. 
Os adsorventes poliméricos oferecem algumas vantagens quando comparados com os adsorventes à 
base de sílica, em particular, evitarem a perda dos analitos durante a extracção por secagem da fase 
estacionária [189,205]. As colunas Oasis HLB da Waters® permitem a retenção de analitos de 
polaridades diversas por SPE de fase reversa. O mecanismo extractivo das colunas Oasis MCX da 
Waters® é de modo misto: fase reversa e troca iónica [205].  
6.8.2.1 Metodologia de extracção com as colunas Oasis® HLB, método genérico 
A extracção foi efectuada pelo método descrito pelo fabricante das colunas (Waters®) para a análise de 
compostos ácidos, básicos e neutros [291]. As colunas de extracção foram condicionadas com 2 mL de 
metanol e equilibradas com 2 mL de água desionizada. As amostras, preparadas de acordo com o 
descrito no ponto 6.8.1, foram adicionadas às colunas com uma razão de fluxo moderada 
(aproximadamente 1-2 mL/minuto). Posteriormente, procedeu-se à lavagem das colunas com 2 mL de 
metanol a 5%. Os analitos foram eluídos com 2 mL de metanol. 
6.8.2.2 Metodologia de extracção com as colunas Oasis® MCX, método genérico 
Seguiu-se o método descrito pelo fabricante para a extracção de compostos ácidos, neutros e básicos 
da matriz sangue total [291]. Após condicionamento com 2 mL de metanol e 2 mL de tampão fosfato 
(KH2PO4 0,1 M, pH 6,0±0,1), as amostras foram introduzidas na coluna, com uma razão de fluxo 
moderada. Os compostos em estudo possuem características básicas [68,69], com grupos funcionais 
ionizáveis (amina secundária e terciária). Deste modo, são retidos na fase estacionária, não só por 
grupos funcionais de carga oposta (grupos sulfónicos) imobilizados na sua superfície, mas também por 
interacções hidrofóbicas. Numa terceira etapa que consistiu em lavar a coluna, os solventes utilizados 
foram a água (2 mL), HCl a 0,1 N (2 mL) e metanol a 5% (2 mL). A água permite remover 
interferentes da matriz, substâncias endógenas, permanecendo o analito na coluna [198]. O HCl, além 
de permitir a eluição de proteínas e substâncias não retidas na fase estacionária, teve por objectivo 
protonar os analitos com características básicas [291]. Deste modo, a absorção das piperazinas à fase 
estacionária é incrementada, facilitando a lavagem. O metanol a 5% permite a remoção de compostos 
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polares, neutros e ácidos. As colunas foram secas, sujeitas a vácuo durante 10 minutos. Posteriormente, 
por intermédio de 2 mL de metanol, os analitos ácidos e neutros são eluídos [291] e rejeitados. A 
eluição com 2 mL de metanol/amónia (95:5, v/v) permite a recuperação dos compostos em estudo. A 
optimização desta última etapa foi efectuada pela alteração do pH do meio, de modo a suprimir a 
ionização dos analitos, como consequência a retenção é reduzida e as piperazinas são eluídas. 
6.8.2.3 Metodologia de extracção com as colunas Oasis® MCX, método optimizado 
O procedimento experimental foi efectuado de acordo com as sugestões apresentadas pelo fabricante 
para extracção de analitos básicos da matriz sangue total [205]. O condicionamento das colunas de 
extracção foi efectuado sucessivamente com diclorometano (2 mL), metanol (2 mL) e tampão fosfato 
(KH2PO4 0,1 M, pH 6,0±0,1) (2 mL). Os sobrenadantes obtidos, de acordo com o descrito no pré-
tratamento das amostras biológicas, foram adicionados às colunas, previamente condicionadas, com 
uma razão de fluxo moderada (aproximadamente 1-2 mL/minuto). Ao qual se seguiram quatro etapas 
de lavagem da fase estacionária: água (2 mL), HCl 0,1 N (2 mL), metanol a 5% (2 mL) e n-hexano (2 
mL). A lavagem com hexano possibilita a eliminação de gorduras e água residual [205]. Procedeu-se à 
secagem das colunas sob vácuo, durante 10 minutos, para a remoção de água eventualmente ainda 
presente na coluna. Após a secagem, as colunas foram lavadas com diclorometano/metanol (50:50, 
v/v) (2 mL). Esta solução permite eluir, se necessário, os compostos ácidos e neutros [205]. A 
recuperação das piperazinas em estudo foi efectuada com diclorometano/2-propanol/amónia (78:20:2, 
v/v/v) (2 mL).  
6.8.3 Evaporação dos extractos e minimização de perdas por volatilização  
As fases orgânicas obtidas nos procedimentos extractivos por SPE foram evaporadas até à secura sob 
uma corrente de azoto, num banho seco, a temperatura inferior ou igual a 40ºC, para eliminação do 
excesso de solvente e concentração dos analitos. 
No entanto, em experiências prévias, a etapa de evaporação revelou-se crítica, em particular, na análise 
da BZP e TFMPP. À semelhança do que foi sugerido por Staack et al. [32,80] observaram-se perdas 
por volatilização destes compostos. Deste modo, tendo como objectivo avaliar e minimizar as perdas 
por volatilização, foram efectuadas experiências em triplicado, com e sem adição prévia de HCl a 1% 
em metanol (100 µL) [198] (designadas de com ácido e sem ácido, respectivamente) aos extractos obtidos 
por SPE antes da evaporação e compararam-se as áreas cromatográficas com as obtidas após injecção 
directa de uma solução de trabalho metanólica em triplicado (a que se designou de sem evaporação).  
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6.8.4 Derivatização química 
As primeiras experiências revelaram a necessidade de derivatizar os compostos em estudo. Os métodos 
de derivatização química mais usuais no STF, na análise de drogas de abuso por GC-MS, são a sililação 
e a acetilação. A primeira é, provavelmente, a técnica de derivatização mais utilizada em GC, sendo a 
última uma das reacções de derivatização mais populares para as aminas primárias e secundárias 
[197,292,293].  
Neste trabalho foram avaliados quatro reagentes de derivatização, BSTFA, MSTFA, MBTFA e TFAA, 
e duas reacções de derivatização, a sililação e a acetilação. 
O resíduo seco proveniente da evaporação da fase orgânica foi solubilizado com 100 µL de reagente de 
derivatização (BSTFA, MBTFA ou MSTFA) e agitou-se no vortex durante cerca de 15 segundos. 
Aqueceu-se a 65ºC durante 20 minutos (modificado de [293,294]: 70ºC durante 20 minutos). Depois de 
arrefecer, até à temperatura ambiente, a solução foi sujeita a centrifugação durante 5 minutos a 1500 
r.p.m. Uma alíquota de 2 µL foi injectada no sistema cromatográfico. 
Na derivatização das piperazinas com TFAA redissolveu-se o extracto em 50 µL de acetato de etilo e 
50 µL de TFAA e agitou-se no vortex durante cerca de 15 segundos. Aqueceu-se a 65ºC durante 20 
minutos (modificado de [36]: 60ºC durante 15 minutos). A desvantagem dos anidridos ácidos prende-
se com o facto de serem corrosivos e poderem danificar a coluna cromatográfica. Deste modo, o 
excesso do reagente de derivatização tem que ser removido e os analitos derivatizados são dissolvidos 
noutro solvente. Assim, a solução foi sujeita a nova evaporação sob uma corrente de azoto, num 
banho seco, à temperatura de 40ºC para eliminação do excesso de solvente. Para solubilizar adicionou-
se 50 µL de acetato de etilo. Uma alíquota de 2 µL foi injectada no sistema cromatográfico. 
A adição de HCl a 1% em metanol (100 µL) ou MBTFA (20 µL) aos eluatos antes da evaporação e 
subsequente derivatização com MSTFA e MBTFA [197,293] foi comparada (n=5). 
 
6.8.5 Quantificação 
A análise quantitativa foi efectuada pelo método do padrão interno. O composto utilizado, é uma 
piperazina, a pTp, utilizada por Peters et al. [24] nos estudos de validação de um método analítico 
quantitativo em amostras de plasma. 
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6.9 Validação do método de ensaio para a análise de piperazinas por 
SPE-GC-MS 
Antes de ser utilizado em análises de rotina o método analítico deve ser validado, dado que os 
resultados fornecidos devem ser rigorosos [295], deles dependem decisões e sentenças judiciais com 
consequências económicas, sociais e jurídicas na vida de um indivíduo, na sociedade e na credibilidade 
de um laboratório. 
O método analítico não se baseia em qualquer método de referência ou normalizado, foi desenvolvido 
na sua totalidade (método interno). Assim pretende-se demonstrar que este é adequado ao propósito a 
que se destina [295], à triagem e à confirmação qualitativa e quantitativa das piperazinas em amostras 
de sangue total por SPE-GC-MS. Para tal fornecem-se evidências de que o método analítico 
desenvolvido é selectivo, linear dentro do intervalo de concentrações seleccionado, apresenta precisão 
adequada e é exacto. É necessário que este cumpra as exigências que se estabelecem, que os resultados 
analíticos fornecidos sejam fiáveis e que estejam de acordo com as necessidades dos clientes [296]. 
Os parâmetros de validação do método analítico para a identificação e quantificação das piperazinas 
em amostras de sangue total por SPE-GC-MS avaliados encontram-se sumarizados na Tabela 6-2. Os  
estudos realizados para evidenciar a validade do método foram efectuados pela ordem cronológica que 
se apresenta ao longo do trabalho. 
Tabela 6-2. Parâmetros de validação do método analítico de SPE-GC-MS para identificação e quantificação das 
piperazinas em amostras de sangue total [300,301]. 
Parâmetro 
Método de triagem 
qualitativo 
Método de 
confirmação 
qualitativo 
Método de 
confirmação 
quantificativo 
Selectividade       
Eficiência da extracção     
Limite de detecção       
Limite de quantificação     
Linearidade     
Gama de trabalho     
Precisão intermédia     
Repetibilidade     
Exactidão (veracidade)     
Arrastamento       
Robustez       
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6.9.1 Avaliação da selectividade 
A selectividade refere-se à capacidade de um método para distinguir um analito de forma inequívoca, 
numa matriz complexa sem interferência de outros elementos eventualmente presentes na amostra 
[297,298].  
Os termos selectividade e especificidade parecem possuir o mesmo significado, são por vezes referidos 
na literatura indiscriminadamente ou com distintas acepções, o que motiva alguma confusão [298,299]. 
Esta situação pode ser evitada com a utilização exclusiva do termo selectividade em detrimento da 
designação de especificidade, como sugerido pela International Union of Pure and Applied Chemistry 
(IUPAC) [298]. Um método instrumental que fornece uma resposta para um único analito é designado 
de específico e aquele que responde a diversos analitos, mas que consegue distinguir a resposta de um 
analito de todas as outras respostas, será denominado de selectivo [299]. Dado que as técnicas 
cromatográficas hifenadas, na generalidade, senão na totalidade, respondem a várias substâncias e a 
espectrometria de massa é considerada pela comunidade científica como uma técnica selectiva, o termo 
selectividade afigura-se mais apropriado [298,299]. 
Com o objectivo de avaliar a selectividade do método analítico seleccionaram-se amostras de sangue 
total de fontes distintas, sangue post mortem (periférico e da cavidade cardíaca) e sangue colhido in vivo, 
representativas do universo de amostras analisadas no STF. O estudo envolveu um total de quarenta 
amostras, isentas dos analitos em estudo. O conjunto de amostras foi dividido em dez subconjuntos de 
alíquotas de sangue total, de pelo menos quatro origens diferentes. Na prática, e dada a 
heterogeneidade das amostras de sangue total analisadas por rotina neste laboratório, a utilização de 
grupos (pools) de amostras de sangue afigura-se mais apropriado, dada a diversidade encontrada, em 
detrimento da utilização de amostras unitárias.  
De cada uma das pools foram utilizadas duas alíquotas (500 µL). A uma das alíquotas adicionou-se 100 
ng de cada analito e 250 ng de PI, enquanto que à segunda apenas se adicionou o PI na mesma 
concentração (250 ng/500 µL). A ambas foi aplicado o método desenvolvido por SPE-GC-MS. 
Compararam-se os resultados obtidos nos extractos, em número de 20, com os adquiridos no controlo, 
isto é, numa matriz fortificada com substâncias padrão dos compostos em análise, analisada 
simultaneamente, nas mesmas condições de análise [289,290]. 
Em conformidade com os critérios estabelecidos para a identificação dos compostos por GC-MS em 
modo SIM, convencionou-se que se a percentagem de falsos resultados positivos e negativos for de 
0%, não existem evidências de interferências, no Tr e iões seleccionados para cada um dos compostos, 
e o método é selectivo. De acordo com os critérios definidos no STF, num método de confirmação a 
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percentagem de falsos resultados positivos e a percentagem de falsos resultados negativos devem ser, 
respectivamente, de 0% e inferior a 10%. 
6.9.2 Recuperação da fase de extracção (Eficiência da extracção) 
Infelizmente, os derivados analíticos não são comercializados sob a forma de material de referência. 
Deste modo, quando o método analítico apresenta uma etapa de derivatização, a avaliação da 
recuperação total não é exequível [196,300]. Mas, ao assumirmos que a etapa de derivatização tem uma 
eficiência de 100% [201], podemos avaliar a recuperação da fase de extracção por SPE e, assim, estimar 
a eficiência do procedimento extractivo do método analítico desenvolvido.  
Para este estudo seleccionaram-se duas gamas de trabalho: gama baixa (100 ng/mL) e alta (1000 
ng/mL). Para cada uma das concentrações em análise extraíram-se dois conjuntos de alíquotas (500 
µL) de pools de sangue branco, isentas dos compostos a analisar, em quadruplicado. Enquanto um dos 
conjuntos foi fortificado antes da extracção, o outro só foi fortificado após o término do processo 
extractivo e antecedendo a etapa de evaporação da fase orgânica. O PI foi adicionado a todas as fases 
orgânicas obtidas na concentração de 500 ng/mL, antes da evaporação [294].  
A avaliação da eficiência da extracção dos analitos a partir de amostras de sangue total, para cada um 
dos analitos e para cada nível de concentração, foi efectuada por recurso ao cálculo da recuperação, em 
percentagem, através da expressão: 
equação 21 100 oRecuperaçã ×=
pi
c
pie
ce
A
A
A
A
 
Em que: 
Ace — Área cromatográfica absoluta do composto obtida na amostra fortificada antes da extracção;  
Apie — Área cromatográfica absoluta do PI obtida na amostra fortificada antes da extracção; 
Ac — Área cromatográfica absoluta do composto obtida na amostra fortificada após a extracção e no 
mesmo nível de concentração; 
Api — Área cromatográfica absoluta do PI obtida na amostra fortificada após a extracção e no mesmo 
nível de concentração. 
 
6.9.3 Limites analíticos do método (Limites de detecção e de quantificação) 
Prepararam-se quatro curvas de calibração, uma por composto, com dez pontos de calibração 
equidistantes, por fortificação de alíquotas (500 µL) de uma pool de sangue, isenta dos compostos a 
pesquisar, entre 1 e 10 ng/mL, próximo do limite de quantificação (LQ) descrito por Peters et al. [24]. 
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Adicionou-se 500 ng/mL de pTp à totalidade das amostras e extraíram-se e analisaram-se de acordo 
com a metodologia descrita. 
O LD de um método analítico é definido como a menor quantidade de analito presente numa amostra 
que pode ser detectado, mas não necessariamente quantificado com um valor exacto. O LQ de um 
método analítico define-se como a menor quantidade de analito presente numa amostra que pode ser 
medida com uma precisão e exactidão aceitáveis [301]. 
É possível a aplicação de diferentes metodologias para a estimativa dos LD e LQ do método [301]. 
Neste trabalho, o estudo destes parâmetros foi baseado numa curva de calibração [300,301] efectuada 
na gama de concentrações próxima do LQ descrito na literatura (5 ng/mL) [24]. Dado que o método 
analítico desenvolvido envolve a utilização de uma calibração linear, os LD e LQ foram expressos 
pelas equações 22 e 23, onde Sy/x representa o desvio-padrão residual e b o declive da curva de 
calibração [300,301]: 
 
equação 22 
( )
b
S
LD xy /
3,3 ×
=    equação 23  
( )
b
S
LQ xy /10×=  
 
6.9.4 Linearidade 
Preparam-se quatro curvas de calibração, uma por composto, com onze pontos de calibração, por 
fortificação de alíquotas de uma pool de sangue, isenta dos analitos em estudo. O volume de sangue 
utilizado foi de 500 µL e as amostras de calibração encontram-se distribuídas uniformemente na gama 
de trabalho: 10, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 ng/mL de cada um dos compostos. 
A cada uma das amostras de calibração adicionou-se o PI (500 ng/mL) e adoptando a metodologia 
optimizada descrita no ponto 6.8 procedeu-se à extracção, derivatização e análise. 
A obtenção da recta que melhor se ajusta ao conjunto dos resultados experimentais foi efectuada por 
recurso ao método dos mínimos quadrados [301,302]. Pressupõe-se que os resíduos (erros) apresentam 
uma distribuição normal e valor nulo, são independentes e a homogeneidade de variâncias ao longo da 
gama de trabalho (homocedasticidade) [297].  
Requereram-se valores superiores a 0,99 para o coeficiente de correlação linear (r) e de determinação 
(R2) das curvas de calibração obtidas neste estudo, a inclusão do valor zero na intercepção da curva 
com o eixo das ordenadas, para um intervalo de confiança de 95%, a observação visual da distribuição 
dos resíduos ao longo dos valores de concentração [301,303] e a exclusão de valores aberrantes, ou 
seja, aqueles cujo valor residual fosse superior ao dobro do erro-padrão (S y/x) obtido para a curva de 
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calibração. Se o modelo linear é apropriado observa-se, aquando da representação gráfica dos resíduos, 
a inexistência de tendências, ou seja, os erros estarão distribuídos de modo aleatório, numa margem 
estreita disposta paralelamente aos valores de concentração e distribuída simetricamente em relação à 
recta do zero [304,305]. Em regra, os valores requeridos para o r da curva de calibração são superiores 
a 0,995 [297]. O valor aceite (> 0,99) para r e R2 obtidos neste estudo foi estabelecido com base em 
critérios existentes no STF.  
Porém, as estimativas obtidas na regressão e a representação gráfica da função, só por si, não são 
suficientes para estabelecer a linearidade [297,303]. O teste de Mandel [306], por intermédio do qual se 
avalia qual dos modelos linear ou não linear faculta o melhor ajustamento dos pontos de calibração, 
completou este estudo [302,306]. A diferença entre as variâncias obtidas para a correlação linear e 
quadrática foi expressa pela equação 24 [302] e comparou-se o valor de teste (PG), calculado de acordo 
com a equação 25 [302], com o valor tabelado da distribuição F de Snedecor (N-1;N-1;α). Como 
critério de decisão adoptou-se o seguinte: quando PG ≤ Fcrit as diferenças entre as variâncias não eram 
estatisticamente significativas, consequentemente a função de calibração seria linear; caso contrário, 
quando PG > Fcrit as diferenças de variâncias são estatisticamente significativas, a função de calibração 
é não linear [297,302]. Neste caso, a redução da gama de trabalho, o recurso à norma ISO 8466-2 [307] 
ou a outra função passível de ajuste [297], por exemplo, regressão não linear (e.g. quadrática, cúbica) ou 
regressão linear ponderada pode solucionar o problema. 
equação 24 ( ) ( ) 222/2 32 yxy SNSNDS ×−−×−=  
Em que: 
N representa o número de amostras de calibração;  
S2 y/x a variância da correlação linear; 
S2 y2 a variância da correlação não linear (quadrática). 
equação 25 2
2
2
yS
DSPG =  
 
A análise da regressão linear e não linear foi utilizada usando a folha de cálculo do Excel e o software 
MINITAB, versão 13, respectivamente. 
6.9.5 Gama de trabalho 
A avaliação da gama de trabalho foi efectuada em simultâneo com o estudo da linearidade do método 
analítico e para um modelo de calibração linear. Esta abordagem, no essencial, é sujeita às restrições 
observadas para o estudo da linearidade.  
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Adicionalmente, para este estudo, seleccionaram-se duas concentrações que representam os extremos 
mínimo e máximo do intervalo de concentrações seleccionado para o estudo da linearidade, 10 ng/mL 
e 1000 ng/mL, respectivamente. Para cada uma das concentrações consideradas extraíram-se dez 
alíquotas (500 µL) de pools de sangue branco, isentas dos compostos a analisar. O PI foi adicionado a 
todas as alíquotas na concentração de 500 ng/mL. O primeiro e o último ponto de calibração (dez 
réplicas independentes) [297,302] foram extraídos e analisados em conjunto com as amostras de 
calibração efectuadas para o estudo da linearidade do método.  
A existência de diferenças estatisticamente significativas entre os valores das variâncias nos limites da 
gama de trabalho foi verificada por recurso ao teste de homogeneidade de variâncias [302,306]. Este 
iniciou-se com o cálculo das variâncias associadas ao primeiro e último calibrador S21 e S210, 
respectivamente [297,306]. Sendo i a amostra de calibração (i =1,2,3, …10) e j o número de réplicas 
efectuadas para cada amostra de calibração (para i=1 e i=10), n o número de resultados obtidos, yi o 
resultado obtido e iy  a média dos resultados obtidos, a variância associada à amostra de calibração i é 
expressa pela equação [297,302]: 
equação 26 
( )
1
1
2
2
−
−
=
∑
=
i
n
j
iij
i
n
yy
S   
As equações 27 e 28 [297,302] permitiram o cálculo do valor teste (PG), expresso pela razão destas 
variâncias. 
equação 27  2
1
2
10
S
S
PG = , se 210S  > 
2
1S  
equação 28 2
10
2
1
S
S
PG = , quando 21S  >
2
10S   
 
Para cada um dos compostos em análise, o valor de PG (ou Fexp) obtido foi comparado com o valor 
tabelado da distribuição F de Snedecor (Fcrit) para (N-1;N-1) graus de liberdade e um nível de confiança 
desejado, neste caso 95% (α = 5%). Como critério de decisão estabeleceu-se que quando PG ≤  Fcrit as 
diferenças de variâncias não eram consideradas estatisticamente significativas e a gama de trabalho 
estava bem ajustada. Caso contrário, as diferenças entre as variâncias eram significativas.  
Quando não se verifica a homogeneidade de variâncias, a Associação de Laboratórios Acreditados de 
Portugal (Relacre) [297] e a ISO 8466-1 [302] aconselham a redução da gama de trabalho até que a 
diferença entre as variâncias, relativas ao primeiro e último calibrador, permitam obter PG ≤  Fcrit. O 
Capítulo 6 – Materiais e Métodos 
_______________________________________________________________________________________ 
 
90 
recurso ao ajuste do modelo aos resultados experimentais pelo método dos mínimos quadrados 
ponderados [303-305] revelou-se mais exequível. 
6.9.5.1 Regressão linear ponderada 
No estudo da linearidade assume-se a homogeneidade das variâncias, ou seja, o desvio-padrão do erro 
para a variável dependente é constante ao longo da gama de trabalho. No entanto, nem sempre esta 
assunção se verifica. Referem-se, por exemplo, as situações em que a diminuição da precisão do 
método analítico é proporcional ao aumento da concentração. Nestes casos, em que se observa 
heterocedasticidade, podemos recorrer à transformação dos resultados experimentais ou da variável 
independente de modo a alcançar um modelo homocedástico ou utilizar o método dos mínimos 
quadrados ponderados (ou pesados) [303-305]. Neste trabalho optou-se pela última hipótese. 
A alternativa à regressão linear simples consiste na utilização da regressão linear ponderada (do inglês, 
weighted least squares linear regression, WLSLR). No método dos mínimos quadrados ponderados recorre-se 
à minimização dos resíduos após ponderação [304,305], a qual se representa como se expressa na 
equação 29, onde 2σ  representa a variância de Y [308]. 
equação 29 
( )
∑
−
= 2
,,
i
iprevistoiobservado
yy
SS
σ
 
Numa situação ideal, o factor de ponderação (Wi) atribuído a cada par de ordenadas (xi, yi) é 
inversamente proporcional à variabilidade dos resultados experimentais associados a cada amostra de 
calibração [304]. Porém, o cálculo da variância em análises de rotina é moroso, dado que requer várias 
determinações para cada amostra de calibração. A resolução do problema pode ser encontrada por 
recurso ao estudo de factores de ponderação empíricos, como aproximação simplista da variância, 
baseados na variável independente (x) ou dependente (y): 
x
1
; 2
1
x
;
x
1
;
y
1
; 2
1
y
;
y
1
 [308]. 
 
A eleição do factor de ponderação mais adequado é efectuada de acordo com o erro relativo percentual 
(RE%) (equação 30), o qual compara a concentração obtida por interpolação na regressão 
(concentração estimada na amostra, Cest) com a concentração real na amostra (Camo), para cada peso 
(Wi) [308]: 
equação 30 100% ×−=
amo
amoest
C
CC
RE  
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A representação gráfica do RE% (eixo das ordenadas) versus a concentração (eixo das abcissas) e o 
cálculo do somatório do erro relativo percentual (∑RE%) são indicadores úteis na escolha do Wi mais 
apropriado. Idealmente, os valores de RE% encontram-se distribuídos aleatoriamente numa faixa 
paralela ao eixo das abcissas. Quanto mais estreita é esta margem, e menor o RE%, em toda a gama de 
trabalho, mais adequado é o factor de ponderação, dado que expressa a aproximação mais adequada da 
variância dos resultados experimentais [308]. 
Para o estudo do factor de ponderação mais apropriado prepararam-se quatro curvas de calibração, 
uma por composto, com sete pontos de calibração, por fortificação de alíquotas de uma pool de sangue, 
isenta dos analitos em estudo. O volume de sangue utilizado foi de 500 µL e as amostras de calibração 
encontram-se distribuídas na gama de trabalho: 10, 25, 200, 400, 600, 800 e 1000 ng/mL de cada um 
dos compostos. A cada uma das amostras de calibração adicionou-se o PI (500 ng/mL) e adoptando a 
metodologia optimizada procedeu-se à extracção, derivatização e análise. O procedimento 
experimental foi repetido durante cinco dias. 
6.9.6 Precisão do método analítico: repetibilidade e precisão intermédia  
A precisão de um método de ensaio exprime o grau de concordância entre resultados analíticos, 
independentes, obtidos várias vezes em condições estipuladas [301,309]. Este parâmetro, genérico, 
permite avaliar a dispersão de resultados entre ensaios independentes, efectuados sobre soluções 
padrão, uma mesma amostra ou amostras semelhantes, em condições bem estabelecidas [297,299]. 
Preferencialmente, o estudo deve recair sobre amostras [301], de forma a minorar os efeitos de matriz 
[297].  
De acordo com a norma ISO 5725 [309], para avaliar esta dispersão, existem duas medidas, 
repetibilidade e reprodutibilidade, que representam os extremos da variabilidade de um método de 
ensaio, respectivamente uma medida de variabilidade mínima e máxima dos resultados. A primeira, por 
vezes, denominada de precisão intra-corrida ou intra-ensaio [299,300], traduz a precisão obtida num 
curto espaço de tempo, sem variar nenhum factor que possa afectar um resultado analítico (e.g. 
operador, laboratório, equipamento). O método analítico é executado nas mesmas condições 
operacionais durante um período de tempo reduzido. A segunda, precisão inter-laboratorial [299], 
obtém-se quando todos os factores são diversificados durante a execução do método analítico, 
inclusive o laboratório. Neste trabalho não se efectuou o estudo da reprodutibilidade. Entre estas 
medidas extremas localiza-se a precisão intermédia [301,309], também denominada de precisão inter-
corrida [299,300] ou variabilidade intra-laboratorial [297,300]. Esta última é referida por Ribani et al. 
[299] como: “…a mais representativa da variabilidade dos resultados em um único laboratório e, como tal, mais 
aconselhável de ser adotada”. Existem várias formas de precisão intermédia, tantas quanto os factores 
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diversificados, a metodologia empregue no seu estudo depende do método analítico [297]. A precisão 
do método é usualmente expressa por três medidas de dispersão: desvio-padrão, variância ou 
coeficiente de variação percentual [301,309]. 
A metodologia adoptada neste trabalho para o estudo da repetibilidade e precisão intermédia envolveu 
um planeamento experimental [300], o qual está ilustrado na Figura 6-1 e consistiu em analisar uma 
amostra de sangue fortificada em p sequências analíticas diferentes. Dentro de cada sequência, a 
amostra foi analisada n vezes em condições de repetibilidade. Entre sequências todas as fontes de 
variação relevantes foram variadas [310]. Importa salientar que, em regra, a precisão altera-se com a 
gama de concentrações [297] e, por isso, foi estudada para diferentes concentrações que representam a 
gama de trabalho [310].  
Para este estudo efectuaram-se quatro curvas de calibração, uma por composto, com sete pontos de 
calibração, por fortificação de sete alíquotas de uma pool de sangue total, isenta dos analitos em estudo. 
O volume de sangue utilizado foi de 500 µL e as amostras de calibração encontram-se distribuídas 
uniformemente na gama de trabalho: 10, 25, 200, 400, 600, 800 e 1000 ng/mL de cada um dos 
compostos. Paralelamente, e para três níveis de concentração 50, 500 e 1000 ng/mL, que caracterizam 
a gama de trabalho, na gama baixa, média e alta, respectivamente, foram preparadas amostras em 
triplicado por fortificação de alíquotas de uma pool de sangue, isenta dos analitos em estudo. Estas 
amostras designaram-se de amostras controlo. A cada uma das amostras de calibração e controlo foi 
adicionado o PI (500 ng/mL). Todas as amostras foram extraídas e analisadas adoptando o 
procedimento extractivo e as condições experimentais utilizadas na validação do método desenvolvido 
por SPE-GC-MS, e em condições de repetibilidade tão estáveis quanto possível, com efeito, foram 
extraídas e analisadas concomitantemente, no mesmo período de tempo, utilizando os mesmos 
reagentes e equipamento, efectuadas por um único operador e analisadas independentemente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6-1. Modelo adoptado no planeamento experimental empregue no estudo da precisão intermédia e da 
repetibilidade [311]. 
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Dada a inacessibilidade de aquisição de padrões de marcas e/ou lotes distintos, neste estudo, as 
soluções de trabalho utilizadas para fortificar as amostras de calibração e as amostras controlo foram 
preparadas de forma independente a partir de soluções de armazenamento distintas. O procedimento 
experimental foi repetido em dias diferentes (5 dias, n=5), durante um período de dois meses. Como 
aconselhado por Maroto et al. [311], neste estudo foram incorporadas as causas de variabilidade que 
simulam as condições operacionais comuns no laboratório. Deste modo, e entre sequências analíticas 
(entre os dias), diversificaram-se os reagentes e colunas de extracção (lotes distintos), operadores 
diferentes, equipamentos, pools de sangue branco diversas e curvas de calibração. 
As curvas de calibração foram obtidas por recurso à regressão linear pelo método dos mínimos 
quadrados ponderados e, com base nestas, os valores de concentração foram calculados por 
interpolação da área cromatográfica relativa (razão entre a área cromatográfica absoluta do composto e 
a do padrão interno) na equação de regressão linear. 
O tratamento estatístico dos resultados obtidos baseou-se no estabelecido pela norma ISO 5725 [309] 
e, em particular, nos trabalhos de Maroto et al. [310,311]. Para cada composto em estudo, e nível de 
concentração, as estimativas da variância da repetibilidade ( 2RS ) e precisão intermédia (
2
IS ) foram 
determinadas por uma análise de variância (ANOVA) aos resultados obtidos no decorrer deste estudo 
[300]. As expressões necessárias para o cálculo estão representadas nas tabelas 6-3 e 6-4 [310,311]. 
Onde p representa o número de sequências analíticas (run) na qual a amostra é analisada; n é o número 
de replicados efectuados em cada sequência analítica; Xij representa um resultado individual, de uma 
amostra, analisado no j-ésimo replicado e na i-ésima sequência; iX  representa a média de j replicados 
obtidos na sequência i; X  exprime a grande média, calculada como a média das médias dos resultados 
obtidos em p sequências diferentes [310]. 
A precisão intermédia obtida nestas condições, para cada gama de trabalho e analito, e expressa pela 
raiz quadrada das variâncias (desvio-padrão) referidas na Tabela 6-4 é representada de acordo com a 
norma ISO 5725 [309] como SI(ETOC) em que E refere-se ao equipamento; T ao tempo; O ao operador 
e C à curva de calibração, conforme os factores variados. 
 
 
 
 
Capítulo 6 – Materiais e Métodos 
_______________________________________________________________________________________ 
 
94 
 
Tabela 6-3. Análise de variância. Tabela ANOVA [310,311]. 
Fonte de variação Soma dos Quadrados  
(SS) 
Graus de liberdade 
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Tabela 6-4. Cálculo das estimativas das variâncias para o modelo experimental utilizado no estudo da 
repetibilidade e precisão intermédia [310,311]. 
Variância Expressão Graus de liberdade (g.l.) 
Variância da Repetibilidade ( 2RS ) rR MSS =
2  p(n-1) 
Variância Between-run ( 2runS ) 
n
MSMSS rrunrun
−
=
2  
 
Variância da Precisão intermédia ( 2IS ) ( ) ( )222 runrI SSS +=   
Variância da média ( 2xS ) 
n
MSS runx =
2
 
p-1 
 
O cálculo do coeficiente de variação de repetibilidade ( RCV ), expresso em percentagem e definido 
como a razão do desvio-padrão de repetibilidade ( RS ) em relação ao valor médio ( X ), permitiu 
estimar a repetibilidade do método analítico, para cada gama de concentração considerada (equação 
31). O cálculo foi efectuado de modo distinto para cada nível de concentração [297]. 
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equação 31 100×=
X
SCV RR  
A estimativa do coeficiente de variação da precisão intermédia (CVSI) dada pela equação 32, 
numericamente igual à razão entre o desvio-padrão da precisão intermédia (SI) e a média dos resultados 
obtidos ( X ), é expressa como valor percentual. 
equação 32 100×=
X
SCV ISI
 
 
6.9.7 Exactidão, veracidade e tendência  
A exactidão (do inglês, accuracy) exprime a concordância, ou a proximidade, entre o resultado obtido 
por aplicação do procedimento de ensaio e o valor de referência aceite convencionalmente como 
verdadeiro [295,297]. Por vezes este parâmetro é designado por veracidade (do inglês, trueness) [301]. 
Porém, este último termo expressa o grau de concordância entre o valor médio de um conjunto de 
resultados obtidos por aplicação do procedimento de ensaio e o valor de referência aceite 
convencionalmente como verdadeiro [309,312]. A veracidade é, normalmente, expressa como 
tendência [300,309].  
O termo exactidão, quando aplicado a uma série de resultados de ensaio (veracidade), inclui uma 
combinação de erros aleatórios e sistemáticos [309,312]. Esta componente sistemática é designada por 
tendência (do inglês, bias) [312]. De acordo, com a EURACHEM [313] é a:“Diferença entre a melhor 
estimativa dos resultados (espectativa) do ensaio e o valor aceite como referência”, e pode ser estimada por ensaios 
com materiais de referência certificados, participação em ensaios interlaboratoriais, testes comparativos 
entre o método analítico desenvolvido e um método de referência ou método normalizado e mediante 
amostras fortificadas [297]. 
Em face da não disponibilidade de materiais de referência certificados, ensaios interlaboratoriais ou 
existência de um método de referência, a veracidade do método analítico foi avaliada através dos 
valores de recuperação absoluta obtidos a partir da análise de amostras fortificadas (adição de uma 
quantidade conhecida de analito à matriz inicialmente sem analito) [306,314]. Isto pode ser uma 
desvantagem, dado que a estimativa da recuperação obtida em amostras fortificadas pode ser distinta 
da que seria obtida numa amostra que contivesse o analito na sua forma nativa [315,316]. A título de 
exemplo, o analito pode apresentar um comportamento diferente do observado quando está presente 
naturalmente na amostra [317]. Porém, considera-se que a fortificação pode constituir uma 
representação razoável do analito nativo no caso de amostras líquidas [317]. 
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A metodologia experimental utilizada para o estudo deste parâmetro foi a descrita para a precisão 
intermédia [317]. A exactidão, em percentagem, pode ser expressa como o erro médio relativo da 
concentração estimada (EMR) (equação 33) [293] para cada nível de concentração ou como 
recuperação percentual [301]. Neste trabalho, os erros sistemáticos são estimados na avaliação da 
veracidade. Em geral, os procedimentos analíticos que revelam tendências devem ser modificados de 
modo a eliminar a presença de erros sistemáticos. No entanto, quando se utilizam amostras fortificadas 
e a estimativa da recuperação, os resultados analíticos devem ser corrigidos para esse erro, de modo a 
que o resultado final seja rastreável [310]. Além de que a incerteza dos resultados deve ser calculada 
como medida da sua confiança [310]. Assim, neste trabalho, estima-se a incerteza associada à 
recuperação do método analítico desenvolvido por SPE-GC-MS. 
equação 33 
( ) 100×−=
teóricovalor
teóricovalorestimadasõesconcentraçdasmédiaEMR  
 
Importa ainda diferenciar entre erro da medição e incerteza da medição. O primeiro define-se como a 
diferença algébrica entre o resultado obtido por aplicação do procedimento de ensaio e o valor do 
determinando aceite convencionalmente como verdadeiro [312,316]. Deste modo, e de acordo com 
Camões [316]:“o erro é um valor único” e a incerteza de medição “um parâmetro associado ao resultado de uma 
medição, que caracteriza a dispersão dos valores que podem com razoabilidade ser atribuídos ao mensurando”. 
Para avaliar estes parâmetros determina-se a recuperação do método em percentagem isto é, a razão 
entre o valor observado (Cobserv) e o valor esperado (Cadicion), este último considerado como o valor 
verdadeiro, de modo a averiguar a existência de erros sistemáticos (tendência), decidir factores de 
correcção quando demonstrada a existência de enviusamento [316], e estimar a incerteza associada a 
recuperação do método analítico [314]. A recuperação do método pode ser calculada pelo método da 
recuperação média ou por estimativas da regressão [310,317]. Neste trabalho optou-se pela primeira 
abordagem. 
Inicialmente, para cada nível de concentração e para cada dia calculou-se a recuperação (Ri) de acordo 
com a equação 34 [314], após o que se procedeu ao cálculo da recuperação média (R ) (equação 35) 
[295], para cada gama de concentração e onde p representa o número de grupos (dias) e Ri é a 
recuperação média de n replicados obtidos em condições de repetibilidade. 
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equação 34 
Adicion
Observ
i C
C
R i=   equação 35 
p
R
R
p
i
i∑
=
=
1  
Para cada gama de concentração averiguou-se se a recuperação média em percentagem era 
estatisticamente diferente da unidade (que corresponde a 100%), por utilização de um teste estatístico: 
teste t de Student [314,317]. As incertezas principais associadas com a recuperação provêm desta 
assunção [314]. Deste modo, foi calculado o valor de teste (texp) pela equação 36 [317], em que RU%  
representa a incerteza na recuperação média (equação 37), onde SObserv é o desvio-padrão de p valores 
de Ri obtidos em condições de precisão intermédia [314]. 
equação 36 
RU
R
t
%
exp
1−
=  equação 37 
p
SU ObservR =%  
 
O valor de teste, em módulo, obtido é comparado com o valor de t tabelado bilateral (tcrit), para p-1 
graus de liberdade e um intervalo de confiança de 95%. Se texp ≤ tcrit(p-1,α/2) então R  não é 
significativamente diferente de 100% [310] e a incerteza padrão relativa ( RU ) é calculada de acordo 
com a equação 38. Caso contrário, quando texp> tcrit existem diferenças estatisticamente significativas; 
fica estatisticamente evidenciada a existência de erros sistemáticos no método analítico desenvolvido. 
No primeiro caso, não há evidências de erros sistemáticos (tendência) [310] e, assim, os resultados 
quantitativos obtidos, por aplicação do método analítico desenvolvido, não devem ser corrigidos em 
relação à recuperação [314,317]. No segundo caso, a presença de desvios significativos exige a 
introdução de factores de correcção [314,315,317] no cálculo da 
RU . Em ambos os casos, a incerteza 
resultante da estimativa da recuperação está sempre presente e deve ser incluída na incerteza final [317] 
quando esta for calculada. 
Quando não inseridos os factores de correcção, 
RU  é calculada por aplicação da equação 39. Neste 
caso, a incerteza dos resultados deve incorporar um componente associado à existência de um erro 
sistemático; 
RU  é aumentada de forma a contemplar este factor adicional de incerteza e onde k é o 
factor de cobertura, a qual será utilizada para o cálculo da incerteza expandida [314].  
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equação 38 
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=  equação 39  
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Neste trabalho, assume-se que a tendência do método analítico é apenas proporcional. No entanto, 
podem estar presentes dois tipos de tendências: uma proporcional e outra constante, esta última, 
estimada pelo método de Youden [310], não foi investigada neste trabalho. 
6.9.8 Presença de arrastamento (carry over) 
A avaliação da existência de fenómenos de arrastamento (do inglês, carry over) foi efectuada em 
simultâneo com o estudo da gama de trabalho. Uma das alíquotas da pool de sangue utilizada não foi 
fortificada com os compostos em estudo (amostra branca) mas foi preparada, extraída e analisada, nas 
mesmas condições analíticas. Na elaboração da sequência analítica após a análise das amostras na 
concentração de 1000 ng/mL (concentração mais elevada) a amostra de sangue branco foi injectada e 
averiguada a existência de carry over. 
6.9.9 Robustez 
A robustez pode ser definida como a capacidade de um método analítico resistir face a pequenas 
variações durante a sua execução [297].  
A avaliação deste parâmetro foi efectuada colocando o método à experiência em condições de precisão 
intermédia, sendo realizada em simultâneo com o estudo da precisão e da exactidão. 
6.10 Microextracção em fase sólida (SPME) 
6.10.1 Optimização do método de extracção  
A optimização do método analítico por SPME-GC-MS foi efectuada em quatro etapas separadas. 
Inicialmente estudaram-se as variáveis experimentais que afectam a etapa de absorção e posteriormente 
foram optimizadas as etapas de derivatização química e dessorção térmica das piperazinas. A separação 
cromatográfica e a identificação dos compostos em estudo foram efectuadas por GC-MS de acordo 
com as condições cromatográficas definidas em 6.5. 
6.10.1.1 Optimização das condições de extracção  
Como referido em 3.3.6, um número elevado de variáveis experimentais condiciona a eficiência 
extractiva desta técnica. Conscientes desta realidade, pretende-se avaliar os seus efeitos na extracção 
das piperazinas. Os parâmetros avaliados foram os seguintes: tempo de pré-equilíbrio e de absorção, 
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temperatura da amostra, fase estacionária, força iónica, concentração da base (pH), Va, razão β, efeito 
da diluição e agitação da amostra. O efeito de cada um dos parâmetros foi analisado isoladamente em 
detrimento do efeito da interacção entre os mesmos. A optimização das condições experimentais teve 
como objectivos a maximização da área cromatográfica (do valor médio) dos analitos em estudo, a que 
se denominou neste estudo de eficiência extractiva, a redução do tempo total de extracção e a obtenção 
de precisão adequada ao uso pretendido. 
As primeiras experiências efectuadas revelaram a necessidade de derivatizar os compostos em estudo. 
A derivatização dos analitos foi efectuada numa fase posterior ao isolamento dos mesmos na fase 
estacionária (derivatização após a extracção). Por outro lado, observou-se que, nas experiências iniciais, 
o PI utilizado na SPE-GC-MS, a pTp, não se revelava adequado à quantificação da TFMPP e MeOPP 
por SPME-GC-MS. Deste modo, foi adicionado outro composto, a metanfetamina deuterada 
(MeTd9), e avaliado o seu efeito como PI neste método, sendo escolhido o ião 161 para a análise 
quantitativa. 
Definiram-se as condições iniciais a utilizar no desenvolvimento do método por SPME-GC-MS, 
designando-as de método genérico. Foram utilizadas várias alíquotas de 1 mL de urina. A cada uma das 
alíquotas adicionou-se 30 ng de cada analito em estudo, 30 ng de pTp (PI) e 10 ng de MeTd9 (PI). 
Adicionou-se à amostra K2CO3 (0,5 g/mL), 1 mL de água desionizada e KOH (0,05 M). A técnica de 
SPME foi efectuada no espaço-de-cabeça com uma fase estacionária de PDMS de 100 µm de 
espessura. A temperatura da amostra foi ajustada a 50º C e continuamente agitada, sendo a velocidade 
de rotação da barra magnética de 1250 r.p.m. A extracção foi efectuada em recipientes de 10 mL de 
volume. Durante 15 minutos a amostra foi equilibrada (tempo de pré-equilíbrio). Após esse intervalo 
de tempo a fibra foi introduzida no recipiente que continha a amosta e exposta ao espaço-de-cabeça 
acima do líquido durante 15 minutos (tempo de absorção). Após a extracção, a fibra foi recolhida e 
inserida num segundo recipiente que continha 30 µL de reagente de derivatização (MBTFA). As 
piperazinas foram derivatizadas à temperatura de 50ºC durante 5 minutos e a reacção foi efectuada no 
espaço-de-cabeça acima do reagente de derivatização. Posteriormente os compostos em análise foram 
dessorvidos termicamente da fibra que foi mantida no injector do cromatógrafo a 260º C durante um 
período de 2 minutos e a uma profundidade de 36 mm, sendo separados e analisados por GC-MS em 
modo SIM.  
Procedeu-se ao estudo da influência dos factores atrás referidos em sequência, sendo a ordem 
cronológica a que se apresenta ao longo do estudo da optimização das condições extractivas. Em cada 
factor foram estudados vários níveis (valores ou atributos que a variável pode assumir), ao longo deste 
trabalho mencionam-se apenas as condições que foram alteradas, quando omissas são referentes ao 
método genérico. Para cada nível foram efectuadas várias réplicas e calculada a média dos valores da 
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área cromatográfica para cada composto em estudo, inclusive para os padrões internos (PIs), tendo-se 
procedido a uma análise comparativa entre os níveis dos factores. A repetibilidade do método analítico 
foi estimada pelo coeficiente de variação percentual (CV%) para cada condição experimental e analito. 
6.10.1.1.1 Influência do tempo de pré-equilíbrio 
O intervalo de tempo durante o qual a amostra foi agitada e aquecida, sem que a fibra fosse 
introduzida no recipiente, foi definido como tempo de pré-equilíbrio. Pretendeu-se avaliar a influência 
deste parâmetro na área cromatográfica das piperazinas em estudo e dos PIs e na repetibilidade dos 
resultados obtidos. Definiram-se níveis para o estudo deste factor, assim as amostras foram sujeitas a 
tempos de pré-equilíbrio variáveis: 5, 10, 15 e 20 minutos. Após esse intervalo de tempo a fibra foi 
introduzida no recipiente que continha a amostra e a fase estacionária foi exposta ao espaço-de-cabeça 
acima da amostra. As amostras foram extraídas em quadruplicado e a todas foi aplicada a metodologia 
genérica referida anteriormente. 
6.10.1.1.2 Influência do tempo de extracção 
A amostra foi equilibrada durante 20 minutos (tempo de pré-equilíbrio). O intervalo de tempo durante 
o qual a fase estacionária foi exposta ao espaço-de-cabeça acima da amostra (absorção) foi de 5, 10, 15, 
20 e 25 minutos, tendo cada uma destas sido extraídas em quadruplicado. 
6.10.1.1.3 Influência da temperatura 
Após optimizadas as variáveis tempo de pré-equilíbrio (20 minutos) e tempo de extracção (20 
minutos), a etapa seguinte consistiu em optimizar a temperatura da amostra durante o processo 
extractivo. Neste estudo, as amostras foram sujeitas a temperaturas variáveis: 25ºC, 35ºC, 45ºC, 55ºC e 
65ºC. Foram efectuadas quatro réplicas para cada uma das condições em estudo.  
6.10.1.1.4 Influência da fase estacionária 
Definidos os parâmetros tempo de pré-equilíbrio, tempo de absorção e temperatura da amostra 
durante a extracção, avaliou-se o efeito da fase estacionária no processo de absorção das piperazinas e 
dos PIs. O tempo de pré-equilíbrio e de absorção foram de 20 minutos cada, sendo a temperatura da 
amostra durante esse intervalo de tempo de 55ºC. Foram estudadas duas fases estacionárias, uma de 
PDMS e a outra de PA, e efectuadas quatro réplicas para cada uma das condições em estudo.  
6.10.1.1.5 Influência do sal adicionado e da respectiva concentração 
Com o objectivo de avaliar o efeito do sal na SPME seleccionaram-se dois reagentes, o NaCl e o 
K2CO3. Para o estudo deste factor foi adicionado à amostra sal na forma sólida e as concentrações de 
NaCl e de K2CO3 adicionadas variaram entre 0 a 0,36 g/mL e 0 a 0,7 g/mL, respectivamente. As 
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experiências realizadas em triplicado foram efectuadas à temperatura de 55ºC e com um tempo de pré-
equilíbrio e de absorção de 20 minutos cada.  
6.10.1.1.6 Influência da concentração da base (pH) 
Pressupôs-se que o valor de pH influencia o Kfa como já foi referido no capítulo 3.3.6.6.2. Todas as 
piperazinas em estudo apresentam valores de pKa superiores a 8 [68,69]. Assim, com valores de pH 
duas unidades acima de pKb estas encontram-se na forma neutra, favorecendo a absorção pela fase 
estacionária. O ajuste de pH foi efectuado com KOH e estudou-se a influência da concentração de 
base adicionada à amostra durante o processo extractivo por SPME. Para o estudo deste parâmetro, 
selecionaram-se três concentrações de KOH: 0 M, 0,05 M e 0,5 M. O K2CO3 foi adicionado à amostra 
na concentração de 0,5 g/mL e as experiências realizadas em triplicado foram efectuadas à temperatura 
de 55ºC, com um tempo de pré-equilíbrio e de absorção de 20 minutos cada.  
6.10.1.1.7 Influência do volume de amostra  
A etapa seguinte consistiu em estudar a influência do Va  no processo extractivo. Amostras de urina 
foram fortificadas com 30 ng/mL de cada uma das piperazinas. Os volumes de urina foram de 0,5 mL, 
1 mL, 1,5 mL e 2 mL, e a amostra foi diluída na proporção de 1:1 com água desionizada tendo-se 
extraído três alíquotas para cada nível considerado. Os PIs foram adicionados a todas as alíquotas na 
concentração de 30 ng/mL e 10 ng/mL, respectivamente a pTp e a MeTd9. A todas as amostras foi 
adicionado o KOH (0,5 M) e o K2CO3 (0,5 g/mL). As experiências foram realizadas à temperatura de 
55ºC, durante 40 minutos, igualmente repartidos entre a etapa de pré-equilíbrio e a de absorção.  
6.10.1.1.8 Influência da razão β 
Pretendia-se estudar a influência do rácio β na SPME. Para tal, foram utilizados diversos recipientes 
para acondicionar a amostra durante o processo extractivo. O volume de urina utilizado foi de 1 mL e 
a amostra foi diluída na proporção de 1:1 com água desionizada. Os volumes dos recipientes utilizados 
foram de 20 mL, 10 mL e 6 mL, respectivamente β=9, β=4, β=2, e extraíram-se três alíquotas para 
cada nível considerado. A todas foram adicionados os reagentes KOH (0,5 M) e K2CO3 (0,5 g/mL). 
As experiências foram realizadas à temperatura de 55ºC, sendo o período de duração da etapa de pré-
equilíbrio e absorção de 40 minutos.  
6.10.1.1.9 Influência da diluição da amostra com água 
Tendo por objectivo avaliar o efeito da diluição da amostra de urina na SPME, foram efectuadas 
experiências, em triplicado: sem diluição da urina e após diluição na proporção de 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 
(v/v) com água desionizada. As condições de extracção, derivatização e dessorção são as que se 
indicam em 6.10.1.1 com excepção das que entretanto foram optimizadas: tempo de pré-equilíbrio (20 
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minutos), tempo de equilíbrio (20 minutos), temperatura da amostra (55ºC), fase de PDMS, força 
iónica (0,5 g/mL de K2CO3), concentração da base (KOH 0,5 M), volume de urina (1 mL).  
6.10.1.1.10 Influência da agitação da amostra 
Para avaliar este parâmetro, as amostras de urina (1 mL) foram fortificadas como se indicou no 
método genérico, diluídas na proporção de 1:3 e extraídas em triplicado: sem agitação (0 r.p.m.) e com 
agitação (700 e 1250 r.p.m.) durante o processo extractivo. A temperatura da amostra foi ajustada a 
55ºC durante todo o processo de pré-equilíbrio (20 minutos) e extracção (20 minutos) tendo sido 
adicionados à amostra diluída K2CO3 (0,5 g/mL) e KOH (0,5 M).  
Foi avaliado o efeito da velocidade de rotação da barra magnética na amostra sobre as áreas 
cromatográficas das piperazinas e dos PIs e na repetibilidade do método desenvolvido. 
6.10.1.2 Optimização das condições de derivatização química  
A derivatização na fase estacionária foi efectuada após a extracção dos analitos pela fibra 
―derivatização após a extracção― sendo esta introduzida num segundo recipiente que contém o 
reagente de derivatização e a reacção efectuada no espaço-de-cabeça acima do reagente de 
derivatização. Depois de estabelecidas as condições de extracção por SPME procedeu-se ao estudo da 
influência dos factores que podem afectar a etapa de derivatização química. 
6.10.1.2.1 Influência da temperatura na reacção de derivatização química 
Pretendeu-se avaliar o efeito da temperatura a que o processo de derivatização ocorre na área 
cromatográfica das piperazinas em estudo e dos PIs. Os recipientes que continham o reagente de 
derivatização foram sujeitos a temperaturas variáveis: 25, 35, 45, 55, 65 e 75ºC. O volume de MBTFA 
adicionado foi de 30 µL e a reacção efectuada no espaço-de-cabeça durante 5 minutos. Após esse 
intervalo de tempo a fibra foi introduzida no GC. As amostras foram extraídas em triplicado e a todas 
foi aplicada a metodologia extractiva optimizada referida ao longo do estudo anterior.  
6.10.1.2.2 Influência do tempo de derivatização 
A reacção de derivatização foi efectuada à temperatura de 45ºC e o intervalo de tempo durante o qual a 
fase estacionária foi exposta ao espaço-de-cabeça acima do reagente de derivatização (tempo de 
derivatização) foi de 2, 5, 10 e 20 minutos, tendo cada uma das amostras sido extraída em triplicado de 
acordo com a metodologia extractiva optimizada referida ao longo do estudo anterior. 
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6.10.1.3 Optimização das condições de dessorção térmica  
A etapa seguinte consistiu em optimizar a profundidade da agulha no injector do GC, o tempo e a 
temperatura de dessorção durante o processo de dessorção dos analitos da fase estacionária.  
6.10.1.3.1 Influência do tempo de dessorção 
Alíquotas de 1 mL de urina foram fortificadas com 30 ng de cada uma das piperazinas em estudo, 5 ng 
de MeTd9 (PI) e 50 ng de pTp (PI). A dessorção foi efectuada à temperatura de 260ºC e o intervalo de 
tempo durante o qual a fase estacionária foi exposta no injector (tempo de dessorção) foi de 1, 2 e 4 
minutos, tendo cada uma das amostras sido extraída em triplicado de acordo com a metodologia 
extractiva e as condições de derivatização entretanto optimizadas. 
6.10.1.3.2 Influência da temperatura de dessorção 
Após optimizada a variável tempo de dessorção térmica (2 minutos) a etapa seguinte consistiu em 
optimizar a temperatura durante o processo de dessorção dos analitos no injector do GC. Neste 
estudo, a fase estacionária foi sujeita a temperaturas variáveis no injector: 220, 250 e 260ºC. Foram 
efectuadas três réplicas para cada uma das condições em estudo.  
6.10.1.3.3 Influência da profundidade da agulha no injector durante a dessorção 
Neste estudo, os analitos foram dessorvidos da fase estacionária à temperatura de 250ºC durante 2 
minutos e a fibra foi posicionada no injector a duas alturas díspares: 24 e 44 mm. Foram efectuadas 
três réplicas para cada uma das condições em estudo.  
6.11 Validação do método de ensaio para a análise de piperazinas por 
SPME-GC-MS 
Os parâmetros de validação do método analítico para a triagem e confirmação das piperazinas em 
amostras de urina por SPME-GC-MS foram os que se indicaram na Tabela 6-2, com excepção da 
avaliação da eficiência de extracção e gama de trabalho.   
6.11.1 Avaliação da selectividade 
O estudo deste parâmetro foi semelhante ao efectuado na SPE-GC-MS, elegeram-se amostras de 
urinas de procedências diversas, urina post mortem e urina colhida in vivo, representativas do universo de 
amostras analisadas no STF. O estudo envolveu um total de quarenta amostras, isentas dos analitos em 
estudo. O conjunto de amostras foi dividido em dez subconjuntos de alíquotas de urina, de 4 origens 
diferentes. De cada uma das pools foram utilizadas duas alíquotas (1 mL). A uma das alíquotas 
adicionou-se 25 ng de cada analito e 50 ng de PI (pTp), enquanto que à segunda apenas se adicionou o 
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PI na mesma concentração (50 ng/mL). A ambas foi aplicado o método desenvolvido por SPME-GC-
MS. 
6.11.2 Limites analíticos do método (Limites de detecção e de quantificação) 
A estimativa dos LD e LQ foi obtida de modo similar ao descrito para o método por SPE-GC-MS e 
no mesmo intervalo de concentrações. As diferenças respeitam à amostra utilizada neste estudo, 
alíquotas de 1 mL de uma pool de urina, aos PIs utilizados (pTp e MeTd9) e às concentrações dos PIs 
(50 ng/mL e 10 ng/mL, respectivamente, para a pTp e MeTd9). 
6.11.3 Linearidade 
A avaliação deste parâmetro foi efectuada de modo similar ao realizado no método por SPE-GC-MS. 
As diferenças residem nas concentrações estudadas 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ng/mL e 
nas amostras de calibração utilizadas, onze alíquotas (1 mL) de uma pool de urina fortificadas com 50 
ng/mL de pTp e 10 ng/mL de MeTd9 (PIs). 
6.11.4 Precisão do método analítico: repetibilidade e precisão intermédia  
O planeamento experimental e as estimativas da repetibilidade e precisão intermédia do método foram 
análogos aos descritos no método por SPE-GC-MS.  
Seis alíquotas (1 mL) de uma pool de urina foram fortificadas com as piperazinas em estudo distribuídas 
uniformemente na gama de trabalho: 5, 20, 40, 60, 80 e 100 ng/mL. As amostras controlo foram 
preparadas para três concentrações da gama de trabalho: 5, 50 e 100 ng/mL. A concentração dos PIs 
nas amostras é de 50 ng/mL e 10 ng/mL, respectivamente, a pTp e MeTd9. 
6.11.5 Exactidão, veracidade e tendência  
A avaliação deste parâmetro foi efectuada em simultâneo com o estudo da precisão do método e 
similar ao descrito no método por SPE-GC-MS. 
6.11.6 Presença de arrastamento (carry over) 
O estudo deste parâmetro foi efectuado em simultâneo com o estudo da linearidade do método e 
determinada como descrito no método por SPE-GC-MS, com excepção da matriz utilizada (amostras 
de urina brancas) e após a análise da amostra na concentração de 100 ng/mL (concentração mais 
elevada).  
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6.11.7 Robustez 
O estudo deste parâmetro foi efectuado em simultâneo com o estudo da precisão e exactidão do 
método analítico, à semelhança do descrito no método por SPE-GC-MS. 
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7 Resultados e discussão 
7.1 Identificação dos compostos  
A análise dos espectros de massa correspondentes a cada composto em estudo obtidos em modo 
SCAN permitiu definir os iões diagnóstico (valores m/z) característicos para cada piperazina, inclusive 
para o PI, a utilizar em modo SIM. Estes iões estão ilustrados na Tabela 7-1.  
 
Tabela 7-1. Razão massa/carga (m/z) dos iões diagnóstico monitorizados em modo SIM e usados na 
identificação dos analitos não derivatizados. 
Composto Ião (m/z) 
BZP 91, 134, 176 
TFMPP 172, 188, 230 
mCPP 138, 154, 196 
MeOPP 135, 150, 192 
pTp* 91, 134, 176 
*Padrão interno; pico base. 
 
Os espectros de massa destes compostos caracterizam-se por apresentarem fragmentos iónicos e iões 
base (pico base) de fraca intensidade ou massas moleculares baixas. O método de análise baseado na 
aquisição destes iões (modo SIM) originou fragmentogramas com forte interferência dos sinais da linha 
de base (ruído da matriz biológica), sobretudo crítico para picos cromatográficos pouco intensos e, em 
particular, em amostras post mortem. Por consequência, dificultava a interpretação, com perda de 
selectividade e sensibilidade, à semelhança do descrito para as anfetaminas [288,294]. 
Na Tabela 7-2 expressam-se os iões diagnóstico (valores m/z) monitorizados em modo SIM e o TrR 
para os compostos em estudo, relativos à analise por GC-MS após acetilação com MBTFA. A 
trifluoroacetilação destes compostos permitiu obter espectros de massa mais representativos, ao 
aumentar de modo significativo a sua massa molecular e obter um padrão de fragmentação mais 
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complexo com iões mais característicos, facilitando deste modo a identificação das piperazinas em 
conformidade com o referido por Tsutsumi et al. [18], de Boer et al. [23] e Manzoni et al. [185] para a 
BZP, TFMPP e MeOPP. Ao aumentar a massa molecular das piperazinas obtiveram-se espectros de 
massa mais complexos, o que está de acordo com o referido para várias drogas de abuso, onde é 
notório um afastamento da maioria dos fragmentos para massas mais elevadas [273,288], a formação 
de iões moleculares e outros fragmentos de maior abundância e espectros de massa mais característicos 
[318] suprimindo os iões interferentes da matriz biológica [288]. Como resultado, a identificação do 
composto é facilitada e menos sujeita a incertezas à semelhança do descrito para as anfetaminas 
[273,319]. 
Os derivados N-trifluoroacetilados (N-TFA) estabilizam o anel heterocíclico, o que se reflecte no 
aparecimento de fragmentos iónicos com o anel da piperazina intacto, fragmentos estes que são mais 
estáveis, sendo o espectro de massa mais característico. Para todos os compostos com excepção da 
BZP o ião molecular é o pico base (Pb) no espectro [23]. 
 
Tabela 7-2. Razão massa/carga (m/z) dos iões diagnóstico monitorizados em modo SIM e tempo de retenção 
relativo usados na identificação dos compostos derivatizados com MBTFA. 
Composto Ião (m/z) Tempo de retenção 
relativo 
BZP-N-TFA 91, 181, 272 0,92 
TFMPP-N-TFA 173, 200, 326 0,93 
mCPP-N-TFA 139, 166, 292 1,11 
MeOPP-N-TFA 135, 191, 288 1,12 
pTp-N-TFA * 119, 175, 272 — 
*Padrão interno; pico base. 
 
 
A Figura 7-1 ilustra um cromatograma obtido para uma amostra de sangue total fortificada a 100 
ng/mL com os compostos em análise, após SPE, derivatização com MBTFA e análise por GC-MS. 
Como referido em 6.7. para identificar as piperazinas na amostra biológica, por GC-MS em modo SIM, 
estabeleceram-se critérios de aceitação/rejeição para fundamentar essa decisão. A título de exemplo, 
exibe-se (Figura 7-1: b,c,d) a aplicação destes critérios na identificação da BZP-N-TFA na amostra.  
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(a) 
(b) (c) 
(d) 
Amostra m/z 91 m/z  181 m/z  272
ACE11 Area Abs 18855 4011 3585
Area Rel 100,0 21,3 19,0
TR
TRR
S/N 1174,3
Critérios Rel.iónicas 10 abs 5 abso 5 abso
Int. Inf OK OK OK
Int. Supe OK OK OK
S/N — — OK
TRR
0,919
OK
9,484
6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
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20000
30000
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Time-->
Abundance
TIC: ACE11.D
  6.35
  9.48
  9.54
 10.32
 11.48
 11.52
 12.09
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7-1. Identificação por GC-MS em modo SIM da BZP-N-TFA numa amostra de sangue total fortificada 
com 100 ng/mL de BZP (Tr de 9,48 minutos), TFMPP (Tr de 9,54 minutos), mCPP (Tr de 11,48 minutos), 
MeOPP (Tr de 11,52 minutos), e à qual se adicionou o PI (Tr de 10,32 minutos) na concentração de 500 ng/mL: 
(a) Traçado de corrente iónica total da amostra (TIC) após trifluoroacetilação; (b) Confirmação da presença dos 
três iões de diagnóstico no cromatograma; (c) Fragmentograma de massa da BZP-N-TFA; (d) Aplicação dos 
critérios de aceitação/rejeição adoptados na identificação da BZP-N-TFA. 
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Observa-se na Figura 7-1 que o TrR da BZP-N-TFA (0,919) é inferior a 1% quando comparado com o 
TrR do composto (0,919) obtido numa amostra controlo analisada nas mesmas condições. A presença 
dos três iões diagnóstico definidos na Tabela 7-2 é confirmada no fragmentograma e o rácio das suas 
abundâncias relativas está contido dentro do intervalo de aceitação definido na Tabela 6-1 por 
comparação com os da amostra controlo. A razão S/N do ião diagnóstico menos intenso (m/z 272) é 
superior a três. 
7.2 Extracção em fase sólida (SPE) 
7.2.1 Pré-tratamento das amostras biológicas 
Uma das desvantagens da SPE é a obstrução dos poros do adsorvente sólido durante a extracção de 
amostras contendo concentrações elevadas de macromoléculas ou de material em suspensão [174,320]. 
Por outro lado, as amostras recebidas no STF são conservadas a -10ºC até ao momento da realização 
das análises. Por conseguinte, e no caso de amostras biológicas em particular, a SPE requer, 
usualmente, um pré-tratamento da amostra antes da extracção [320]. A homogeneização das amostras 
de sangue total, diluição e centrifugação revelou-se útil, ao permitir reduzir a viscosidade da amostra 
como referido na literatura [204], ao facilitar a sedimentação dos interferentes sólidos e, deste modo, 
diminuir a existência de fenómenos de colmatação das colunas. Sabe-se que diluições deficientes 
podem provocar recuperações baixas e resultados analíticos não reprodutíveis [195]. A diluição da 
amostra biológica com solução de tampão fosfato (KH2PO4 0,1 M, pH 6,0±0,1), como mencionado 
para a extracção de outras drogas básicas, permitiu controlar o pH da amostra antes da retenção [195] e 
reduzir a viscosidade da matriz biológica [196].  
A eleição de um volume inicial de 0,5 mL de sangue revelou-se satisfatória. Regra geral, o volume de 
amostra constitui uma limitação importante na análise toxicológica, quer pela escassez (e.g. corpos em 
estado de putrefacção ou carbonizados) quer pela necessidade de pesquisar vários compostos numa 
análise toxicológica sistemática. Dada a existência de um número elevado de substâncias tóxicas e 
metodologias extractivas diversas (e.g. determinação de alcoolemia, monóxido de carbono, substâncias 
medicamentosas, drogas de abuso e pesticidas), tal como a necessidade de rastreio, confirmação e 
quantificação, são factores fulcrais na redução do volume de amostra. Verifica-se, pois, que a utilização 
de volumes diminutos é desejada como o refere Weinmann et al. [196]. 
7.2.2 Metodologia de extracção  
Inicialmente, foram avaliadas as colunas Oasis® HLB e Oasis® MCX, de acordo com metodologias 
extractivas genéricas, para o isolamento de drogas de abuso por SPE. 
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Os valores médios de recuperação das piperazinas, nas amostras de sangue total, com as colunas Oasis 
MCX foram superiores aos observados com as colunas Oasis HLB conforme se apresenta na Tabela 
7-3.  
Tabela 7-3. Recuperação da fase de extracção com as colunas Oasis® HLB e Oasis® MCX, de acordo 
com metodologias extractivas genéricas. 
 Recuperação (%) 
 Oasis HLB genérica  Oasis MCX genérica  
 Composto 100 ng/mL 
(n=3) 
1000 ng/mL 
(n=3) 
  100 ng/mL 
(n=3) 
1000 ng/mL 
(n=3) 
BZP-N-TFA 39,6 44,9  94,2 91,2 
TFMPP-N-TFA 83,0 84,0  94,8 89,5 
mCPP-N-TFA 78,2 80,5  93,2 86,9 
MeOPP-N-TFA 57,6 64,6  87,1 85,0 
 
 
A razão que presidiu à eleição deste tipo de colunas prendeu-se com o facto dos adsorventes 
poliméricos (e.g. MCX, HLB) apresentarem vantagens quando comparados com os adsorventes à base 
de sílica (e.g. Isolute Confirm HCX, Bond Elut Certify), tais como eficiências extractivas mais elevadas, 
reprodutíveis, e, ao contrário destas últimas, não está descrita a perda de analitos quando o adsorvente 
seca durante a extracção [189,205]. Além de que o copolímero de polidivenilbenzeno e N-
vinilpirrolidona, o adsorvente sólido comum aos dois tipos de colunas utilizadas neste trabalho, é 
estável numa ampla gama de pH, entre 1 a 14 [205,291]. As propriedades hidrofílicas e lipofílicas dos 
dois monómeros, respectivamente da pirrolidona e do divinilbenzeno [205,206] possibilitam a retenção 
de um grande número de compostos, polares e apolares [199], por mecanismos de fase reversa 
[205,206]. As colunas MCX possuem dois mecanismos de retenção, por fase reversa e troca catiónica 
[205,206].  
Ainda que esteja descrito, em amostras de urina, que as colunas Oasis HLB retêm algumas das 
piperazinas em estudo de modo mais eficiente que as MCX e, em particular, nas concentrações mais 
baixas (TFMPP e OH-TFMPP) [18], o mesmo não foi observado no decorrer deste trabalho, como se 
pode concluir na Tabela 7-3. Pelo contrário, a extracção com as colunas MCX apresenta valores de 
recuperação mais elevados para todos os compostos em estudo. É certo que a eficiência extractiva com 
as colunas Oasis HLB poderia ser aumentada se a ionização dos analitos fosse suprimida [205,206]. No 
entanto, dado que as recuperações obtidas com as MCX foram iguais ou superiores a 85% optou-se 
pela utilização destas últimas, porque permitiram a recuperação eficiente dos analitos da matriz 
biológica e a obtenção de extractos mais limpos, à semelhança do descrito pela Waters [206] para as 
drogas de abuso em geral. As fases estacionárias de modo misto, troca catiónica e fase reversa, como 
mecanismo de retenção revelaram-se mais adequadas para a SPE da BZP, TFMPP, mCPP e MeOPP. 
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Igual constatação é efectuada por Pizarro et al. [293] para as anfetaminas. A adição de grupos aniónicos 
(sulfónicos) ao polímero (Oasis MCX) favoreceu a retenção selectiva das piperazinas, por comparação 
com as HLB, permitindo lavagens mais fortes e, deste modo, extractos mais limpos, com menor 
número de interferentes, como refere a Waters [206] para compostos que contém um grupo funcional 
básico. 
Todos os compostos em análise têm uma função amina, o que lhes permite interagir com os grupos 
aniónicos da MCX. Como referido anteriormente, a diluição do sangue total com solução de tampão 
fosfato permitiu o controlo do pH da amostra biológica. A pH 6,0 o átomo de azoto da piperazina 
encontra-se protonado, originando predominantemente espécies catiónicas, aumentando a adsorção 
dos compostos básicos por interacções electrostáticas com os grupos aniónicos. Nas MCX, como 
esperado, a lavagem do adsorvente com solução aquosa de HCl assegura que os compostos em estudo, 
básicos, se encontram na forma ionizada e são retidos eficientemente pelo adsorvente enquanto, 
simultaneamente, elimina proteínas e substâncias não retidas [205,206]. A utilização de metanol a 5% 
para limpeza da fase estacionária remove grande parte dos interferentes polares, neutros ou ácidos, 
retidos por interacções hidrofóbicas [205], deste modo, obtém-se extractos mais limpos. A eluição com 
metanol/amónia permite a neutralização da carga das espécies catiónicas, os mecanismos de retenção 
iónica são inibidos possibilitando a eluição dos compostos em estudo. 
Estabelecida a utilização das colunas MCX para a SPE, porque obtivemos extractos mais limpos e 
recuperações mais elevadas com estas colunas, e de modo a obter extractos de qualidade superior, com 
menos interferentes, foram optimizadas as etapas de lavagem da fase estacionária e de eluição, de 
acordo com sugestões apresentadas pelo fabricante para amostras de sangue total [205]. Com o 
procedimento experimental efectuado com as colunas MCX método optimizado os extractos obtidos 
são mais limpos, menos corados, e os cromatogramas revelam um menor número de interferentes. A 
etapa adicional de lavagem efectuada com n-hexano permitiu a remoção de água residual, 
eventualmente adsorvida, e de interferentes mais hidrofóbicos [205]. Isto é muito importante dado que 
vestígios de água residual na coluna podem afectar negativamente a eluição e prolongar o tempo de 
evaporação. Outra das razões para a utilização deste reagente prendeu-se com as suas características 
apolares, o que facilitou a eliminação de gordura (e.g. colesterol) nas amostras de sangue que 
interferiam com a análise instrumental, como o salientam Soriano et al. [198] para outros analitos. A 
lavagem com diclorometano/metanol permite a eluição dos analitos ácidos e neutros [205]. A eluição 
das piperazinas foi optimizada pela alteração dos solventes de eluição. Para compostos básicos como 
as aminas, a base livre é, em regra, mais solúvel em solventes orgânicos apolares que em solventes 
orgânicos polares. A eluição das piperazinas com diclorometano/isopropanol/amónia utilizada neste 
trabalho foi empregue por Bishop et al. [68] para a extracção dos mesmos compostos.  
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7.2.3 Evaporação dos extractos e minimização de perdas por volatilização  
Após o processo extractivo, os analitos são concentrados por evaporação da fase orgânica. 
Experiências prévias revelaram que esta etapa é crítica para as piperazinas. Deste modo, tendo como 
objectivo minimizar as perdas por volatilização, avaliou-se o efeito da etapa de evaporação sobre as 
áreas cromatográficas das piperazinas em estudo e do PI. Compararam-se as áreas cromatográficas 
obtidas nos extractos sem evaporação (injecção directa no sistema cromatográfico) e com evaporação. Neste 
último caso, sem adição e com adição prévia de solução metanólica de HCl 1% (100 µL) antes da 
evaporação. Os resultados obtidos apresentam-se no Gráfico 7-1. 
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Gráfico 7-1. Áreas cromatográficas (valor médio) obtidas por injecção directa (sem evaporação) e após a etapa de 
evaporação, sem adição de solução metanólica de HCl diluida (com evaporação, sem ácido) e com adição prévia de 
solução metanólica de HCl diluida (com evaporação, com ácido) (n=3). 
 
As áreas cromatográficas obtidas nos extractos sujeitos a evaporação e aos quais não se adicionou a 
solução metanólica de HCl diluída são menores quando comparadas com as obtidas nos extractos aos 
quais foi adicionado 100 µL de solução metanólica de HCl diluída antes da etapa de evaporação e aos 
obtidos por injecção directa (Gráfico 7-1), sendo que a diminuição da área cromatográfica é 
particularmente acentuada na TFMPP, mas indiciando a ocorrência de perdas por volatilização de 
todas as piperazinas em estudo durante a etapa de evaporação. À semelhança do que foi observado 
com estes compostos em experiências prévias, e sugerido para a BZP e TFMPP por Staack et al. 
[32,80].  
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A etapa de evaporação da fase orgânica, apesar de não ser a única, é talvez a principal etapa do 
processo extractivo responsável pela perda dos analitos. Refere-se na literatura, durante esta etapa, a 
perda de analitos voláteis. Incluem-se entre eles as anfetaminas [195,196,293,294]. De modo a diminuir 
as perdas por volatilização, alguns autores [198,288] utilizam uma solução metanólica de HCl para a 
conversão na fase orgânica das bases aos seus cloridratos menos voláteis. Outros autores referem a 
acidificação da fase orgânica com 2-propanol/HCl 0,1 M [321], adição de trimetilclorosilano (TMCS) 
[197], MBTFA [197,293] aos eluatos obtidos, antes da evaporação. Outros ainda, efectuam a 
derivatização da base livre directamente na fase orgânica [319] ou a sua concentração a um pequeno 
volume sob fluxo de azoto e temperatura moderada que podem ser analisadas directamente ou após 
derivatização [293]. Qualquer uma das abordagens referidas implica a introdução de etapas adicionais 
ao método, as quais são muitas vezes difíceis de controlar e aumentam substancialmente o tempo de 
preparação da amostra [293].  
A acidificação da fase orgânica com solução metanólica diluída de HCl permitiu a evaporação do 
solvente sem que ocorresse perda significativa das piperazinas (Gráfico 7-1), dado que na forma de 
cloridratos estas são menos voláteis. A adição de um protão ao átomo de azoto da piperazina durante a 
formação do sal (Figura 7-2) torna a molécula mais solúvel em soluções aquosas (e.g. metanol), 
diminuindo as perdas por volatilização. 
 
 
 
Figura 7-2. Acidificação da piperazina. 
 
Assim, antes da evaporação, foi introduzido um pré-tratamento aos extractos por adição de 100 µL de 
solução metanólica de HCl a 1%, de modo a diminuir as perdas por volatilização das piperazinas. É a 
primeira vez que se descreve a sua utilização com estes compostos. 
7.2.4 Derivatização química 
A derivatização dos extractos foi realizada para obter a selectividade e sensibilidade necessárias à 
análise das piperazinas como o evidenciam as experiências desenvolvidas por outros autores [18,23,32]. 
Experiências preliminares efectuadas sem derivatização revelaram a presença de picos assimétricos, 
com arrastamento do pico cromatográfico (tailing). Os resultados obtidos revelavam-se pouco 
reprodutíveis e, por vezes, ocorria perda de sinal cromatográfico, possivelmente atribuíveis a 
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interacções fortes dos analitos com o sistema cromatográfico como mencionam alguns autores 
[189,292] para as aminas no geral.  
Neste trabalho foram avaliadas duas reacções de derivatização, a sililação e a acetilação, e quatro 
reagentes de derivatização, BSTFA, MSTFA, TFAA e MBTFA. A sililação com o BSTFA não permitiu 
a detecção de todos os compostos em estudo por GC-MS, salvo a TFMPP, ao contrário do que foi 
observado com o MSTFA. Deste modo, a escolha do reagente de sililação recaiu neste último. De 
facto, como referem Castilho e Silveira [318], o MSTFA é um forte dador de grupos trimetilsilil (TMS) 
quando comparado com o BSTFA. A utilização deste último, em particular para grupos funcionais 
como as aminas, cuja reactividade é reduzida por comparação com grupos hidroxilo, seria favorecida 
com a utilização de um catalisador (e.g. TMCS a 1%). 
A acetilação das piperazinas com TFAA foi descrita na formação de derivados N-TFA da BZP, 
TFMPP e MeOPP [18,23,36,185]. Contudo, a acetilação destes analitos com MBTFA não se encontra 
descrita na literatura.  
A reacção de acetilação das piperazinas com o MBTFA cumpriu os requisitos estabelecidos para a 
derivatização [318]: revelou-se rápida, quantitativa, reprodutível e observou-se a formação de um único 
derivado. A acetilação das piperazinas com MBTFA forneceu vantagens ao método analítico 
desenvolvido em detrimento da utilização de anidrido, como referido por Pizarro et al. [293] e 
Pellegrini et al. [294] para as anfetaminas. Em primeiro lugar, é um potente reagente de derivatização 
que reage com as aminas inclusive à temperatura ambiente [293]. No método analítico desenvolvido, a 
reacção foi efectuada a 65ºC durante 20 minutos para assegurar a acetilação completa. Por outro lado, 
é um solvente excelente e o excesso de MBTFA não necessita de ser removido, o que permitiu a 
injecção directa no sistema cromatográfico, ao contrário do que sucedeu com o TFAA e os seus 
subprodutos ácidos (e.g. ácido trifluoroacético) que necessitavam de ser removidos [189,293]. Além de 
que, quando comparado com o TFAA, envolve uma menor preparação laboratorial, deste modo, a 
análise é mais rápida.  
A eleição do reagente de derivatização recaiu no MBTFA como reagente de acetilação. Inoue et al. 
[322] referem que a trimetilsililação é a melhor opção para a análise destes compostos. De facto, neste 
trabalho, os picos cromatográficos obtidos com o MSTFA e o MBTFA são muito simétricos e com o 
primeiro observou-se uma melhor resolução entre os compostos. Apesar do MSTFA poder ser 
equacionado para derivatização das piperazinas [322] foi ponderada a sua não utilização neste trabalho, 
dado que este último revelou-se particularmente sensível à presença de humidade na amostra e requeria 
que a derivatização fosse efectuada imediatamente antes da injecção no sistema cromatográfico. A falta 
de estabilidade pode constituir um problema acrescido em laboratórios com um elevado número de 
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análises ou quando surge a necessidade de se proceder à reinjecção dos extractos. É requisito na 
validação de um método analítico que este seja robusto. Outro dos aspectos que se teve em 
consideração prendeu-se com questões de natureza económica. Dado que na SPME o MSTFA não 
derivatizou as piperazinas, a adopção do mesmo reagente de derivatização em ambas as metodologias 
permitirá reduzir os custos associados à análise. Outra das desvantagens encontradas com a utilização 
do MSTFA foi o facto de originar cromatogramas com muito ruído, a presença de inúmeros picos 
cromatográficos quando se analisaram amostras biológicas, em particular em amostras post mortem, que 
apresentam um elevado número de compostos e interferentes susceptíveis de serem derivatizados com 
grupos TMS (e.g. grupos hidroxilo, amina), ou ainda quando existem impurezas na lã de vidro e 
produzem artefactos, ou após injecção de derivados TFA, por exemplo.  
No entanto, a acidificação da fase orgânica revelou interferir na derivatização dos extractos com 
MBTFA. O pré-tratamento dos extractos com solução metanólica de HCl ao induzir a formação de 
cloridratos reduzia o rendimento da reacção de derivatização, o que limitava a sua utilidade na 
prevenção de perdas por volatilização destes compostos. Idêntica constatação é feita por Lozano [323] 
na derivatização da MDMA com cloretos de acilo. A espécie protonada é não nucleófilica, devido à 
não disponibilidade de um par de electrões livres no átomo de azoto do anel heterocíclico. Para que a 
reacção de acetilação decorra a amina deve estar sob a forma de base livre. Deste modo, quando o 
MBTFA era adicionado ao extracto que continha as piperazinas na forma de cloridratos, a reacção de 
derivatização não ocorria ou quando ocorria era incompleta, o que ocasionava uma notável diminuição 
do rendimento da reacção.  
Saliente-se que a adição de uma base (e.g. hidrogenocarbonato de sódio, NH4OH) ao meio permitiria 
libertar as aminas na forma livre, as quais podiam reagir sob essa forma com o reagente de 
derivatização [323,324]. A adição de 20 µL de MBTFA ao extracto, antes da evaporação, revelou ser 
uma alternativa mais viável, à reversão dos cloridratos com a adição de uma base. Permitiu minimizar a 
perda dos analitos por volatilização e não interferia com a derivatização das piperazinas, o que está de 
acordo com o descrito por outros autores para as anfetaminas e outras drogas de abuso [197,293]. 
Deste modo, a adição de 20 µL de MBTFA às fases orgânicas obtidas, antes da evaporação, revelou-se 
útil na prevenção de perdas das piperazinas por volatilização, durante a evaporação da fase orgânica, à 
semelhança do aconselhado para as anfetaminas e outras drogas de abuso [197,293], sem que a 
derivatização com o MBTFA (ou o MSTFA) fosse afectada e sem acréscimo adicional de tempo para o 
método como também o referem Pizarro et al. [293] e Solans et al. [197].   
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7.3 Validação do método de ensaio para a análise de piperazinas por 
SPE-GC-MS 
7.3.1 Selectividade 
O estudo da selectividade constituiu a primeira etapa na validação do método analítico desenvolvido tal 
como o aconselha a Relacre [297]. A identificação inequívoca do analito na amostra tem subjacente a 
confirmação simultânea de critérios de confirmação qualitativa: presença dos três iões diagnóstico 
definidos na Tabela 7-2, no Tr esperado para o composto; abundâncias relativas dos iões de 
diagnóstico compreendidas nos intervalos de aceitação definidos na Tabela 6-1; variação do TrR 
inferior ou igual a 1% e a razão S/N do ião diagnóstico menos intenso superior a três. 
Em consonância com os quatro critérios acima descritos, as alíquotas de pools de sangue às quais os 
analitos em estudo não foram adicionados revelaram-se negativas, não se observaram interferências 
significativas dos constituintes da matriz nos tempos de retenção dos compostos em estudo para os 
iões monitorizados. Aquelas que foram fortificadas com as piperazinas foram consideradas positivas, 
confirmando-se inequivocamente a identidade dos compostos em estudo, na totalidade das amostras. 
Em resumo, a selectividade do método foi demonstrada, não se presenciaram quaisquer falsos 
resultados positivos ou negativos. Na Tabela 7-4 apresentam-se, a título de exemplo, os resultados 
obtidos para as amostras fortificadas com BZP, no estudo da selectividade do método desenvolvido 
por SPE-GC-MS. Na Figura 7-3 apresentam-se dois cromatogramas obtidos na análise de uma pool de 
sangue branca e na mesma amostra após fortificação a 100 ng/500 µL de cada composto, ilustrativos 
das restantes pools analisadas. 
Não existe uma metodologia universal para o estudo da selectividade. Na realidade, em alguns estudos 
[24,289] tal é efectuado por recurso a um número limitado de amostras biológicas unitárias. Numa 
matriz biológica, as interferências, quer endógenas ou exógenas à matriz, podem ter múltiplas origens: 
componentes endógenos da própria matriz biológica, xenobióticos, metabolitos e produtos de 
decomposição, por exemplo [299]. Por isso, no estudo da selectividade considera-se se hipoteticamente 
a existência de interferências provocadas por outras substâncias, fortuitamente existentes na amostra, e 
estas devem ser objecto de estudo [297]. Neste trabalho, o estudo da selectividade compreendeu a 
utilização de pools de sangue em detrimento de amostras unitárias. A utilização de uma “amostra 
complexa”, “multi-componente” é aconselhada pela Relacre [297] e revelou-se útil, dado que os extractos 
obtidos de pools de amostras de sangue total são mais complexos, heterogéneos, e, deste modo, 
alargando o estudo. 
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Figura 7-3. Cromatogramas obtidos no estudo da selectividade do método analítico por SPE-GC-MS numa 
MACRO desenvolvida: (a) alíquota de pool de sangue branco fortificada com o PI (250 ng/500 µL); (b) a mesma 
pool de sangue após fortificação a 100 ng/500 µL com as piperazinas. 
 
 
Este estudo permitiu ainda seleccionar os iões moleculares 272, 326, 292 e 288 para a quantificação, 
respectivamente, da BZP, TFMPP, mCPP e MeOPP. As razões que presidiram a esta escolha 
prenderam-se com o facto de não revelarem interferências significativas no Tr esperado e 
apresentarem a razão S/N mais elevada quando comparada com os outros iões. 
(b) (a) 
 
  
 
 
Tabela 7-4. Resultados obtidos para as amostras fortificadas referentes ao estudo da selectividade do método por SPE-GC-MS para a BZP-N-TFA. 
 
 Área Absoluta 
 
Tempo de Retenção  Abundância Relativa (%) 
 
Razão S/N 
 
BZP-N-TFA ião (m/z) 
  
    ião (m/z) 
 
ião (m/z) 
 
Pool 91,0 181,0 272,0  Tr  TrR   91,0  181,0  272,0   91,0  181,0  272,0   
POSSEL01.D 242123 58172 53925  9,50 ok 0,92 ok  100 ok 24,0 ok 22,3 ok  189,6 ok 270,7 ok 900,2 ok OK 
POSSEL02.D 261038 55079 54357  9,50 ok 0,92 ok  100 ok 21,1 ok 20,8 ok  402,9 ok 143,8 ok 821,1 ok OK 
POSSEL03.D 262194 60562 55404  9,51 ok 0,92 ok  100 ok 23,1 ok 21,1 ok  81,2 ok 203,2 ok 1328,5 ok OK 
P0SSEL04.D 273826 64579 57629  9,51 ok 0,92 ok  100 ok 23,6 ok 21,0 ok  170,9 ok 154,1 ok 1024,0 ok OK 
P0SSEL05.D 299540 68659 62350  9,51 ok 0,92 ok  100 ok 22,9 ok 20,8 ok  110,5 ok 125,6 ok 878,1 ok OK 
P0SSEL07.D 256966 58864 53197  9,50 ok 0,92 ok  100 ok 22,9 ok 20,7 ok  69,0 ok 239,7 ok 370,5 ok OK 
POSSEL08.D 213134 47174 44487  9,51 ok 0,92 ok  100 ok 22,1 ok 20,9 ok  181,3 ok 242,8 ok 753,2 ok OK 
POSSEL09.D 210397 47420 42849  9,51 ok 0,92 ok  100 ok 22,5 ok 20,4 ok  345,5 ok 220,7 ok 912,9 ok OK 
POSSEL10.D 170266 37804 35060  9,51 ok 0,92 ok  100 ok 22,2 ok 20,6 ok  83,0 ok 261,7 ok 424,8 ok OK 
POSSEL11.D 176351 39966 36477  9,51 ok 0,92 ok  100 ok 22,7 ok 20,7 ok  256,6 ok 83,7 ok 359,4 ok OK 
                        
 
  Controlo  9,51  0,92   100,0  22,7  20,9          
 
  Critérios  ≤1,0%  ≤1,0%   10 a  5 a  5 a   >3  >3  >3   
 
  Int.Inf  9,50  0,91   90,0  17,7  15,9          
 
  Int.Sup  9,52  0,93   110,0  27,7  25,9          
(a)           — Valor absoluto 
(Int. Inf)  — Intervalo inferior 
(Int. Sup) — Intervalo superior 
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7.3.2 Recuperação da fase de extracção (eficiência da extracção) 
Procedeu-se à avaliação da recuperação da fase de extracção seguindo a metodologia descrita em 6.9.2 
Na Tabela 7-5 expressam-se os valores de recuperação médios, em percentagem (%), da fase de 
extracção por SPE para os compostos em estudo presentes na matriz biológica.  
 
Tabela 7-5. Recuperação média, em percentagem (%), da fase de extracção, para cada um dos compostos em 
estudo, calculada para dois níveis de concentração. 
Recuperação média (%) 
Composto 
100 ng/mL (n=4) 1000 ng/mL (n=4) 
BZP-N-TFA 96,4 91,3 
TFMPP-N-TFA 94,2 90,3 
mCPP-N-TFA 95,4 91,0 
MeOPP-N-TFA 63,6 79,3 
 
A eficiência da metodologia extractiva, estimada por recurso à recuperação média (%) dos compostos 
em estudo, para os dois níveis de concentração, revelou resultados bastante aceitáveis, entre 63,6% e 
96,4%. Resultados semelhantes foram obtidos em amostras de plasma para a análise destes compostos, 
entre 63 e 106% [24]. Os valores de recuperação média mais elevados, com excepção da MeOPP 
(63,6%), foram obtidos na concentração de 100 ng/mL (gama baixa) onde estes são mais críticos. 
Peters et al. [24] reportam o valor de recuperação média mais baixo para a mCPP (63%) e na 
concentração de 900 µg/L (gama alta). 
Recuperações próximas de 100% são ambicionadas. O estudo do processo de validação como um 
todo, através da análise simultânea de todas as variáveis disponíveis, em que a recuperação se inclui, 
permite aceitar valores percentuais inferiores se a precisão, exactidão, limites de detecção e de 
quantificação forem considerados adequados [300].  
7.3.3 Limites analíticos do método (Limites de detecção e de quantificação) 
Na Tabela 7-6 descrevem-se os LD e LQ obtidos para os compostos em estudo e os principais 
parâmetros estatísticos obtidos nas curvas de calibração.  
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Tabela 7-6. Resumo dos resultados referentes ao estudo dos LD e LQ. 
Composto Ião a 
(m/z) 
Equação da recta R2 Sy/x LD 
(ng/mL) 
LQ 
(ng/mL) 
BZP-N-TFA 272 y=0,0012x-0,0002 0,995 0,0002 0,7 2,0 
TFMPP-N-TFA 326 y=0,0016x+0,0006 0,990 0,0005 0,9 2,9 
mCPP-N-TFA 292 y=0,0021x-0,0003 0,995 0,0004 0,7 2,1 
MeOPP-N-TFA 288 y=0,0015x+0,0012 0,990 0,0005 1,0 3,0 
a ião (valor m/z) utilizado na quantificação. 
 
Obtiveram-se valores iguais ou inferiores a 1 ng/mL e 3 ng/mL, para todos os compostos em estudo, 
respectivamente, para o LD e LQ, estes últimos muito próximos dos valores descritos por Peters et al. 
[24] no plasma (5 ng/mL para todos os compostos). Dado que não existe nenhum método analítico 
descrito para triagem das piperazinas no sangue total e que detecte em simultâneo a sua presença, os 
LD obtidos neste estudo são bastante satisfatórios, possibilitando a detecção destes compostos no 
sangue total em concentrações diminutas. No entanto, estes parâmetros estatísticos foram obtidos por 
recurso a uma estimativa baseada em curvas de calibração efectuadas numa zona baixa de 
concentrações. Estes valores não são estáticos, o seu cálculo por recurso a outras curvas e intervalos de 
concentrações (e.g. no estudo da linearidade, novas curvas de calibração) permitirá obter limites 
analíticos distintos.  
7.3.4 Linearidade 
Foram utilizados onze pontos de calibração para averiguar se no intervalo de concentração 
considerado, entre 10 e 1000 ng/mL, as respostas analíticas eram directamente proporcionais às 
concentrações utilizadas. A norma ISO 8466-1 [302] recomenda a utilização de dez níveis de 
calibração. No estudo não se efectuaram réplicas.  
Os resultados sumariados deste estudo apresentam-se na Tabela 7-7. A análise da regressão linear com 
o método dos mínimos quadrados evidenciou valores de r e R2 superiores a 0,99 para todos os 
compostos em estudo, estes últimos entre 0,995 e 0,999 (Tabela 7-7). Verificou-se que as curvas de 
calibração cruzam o ponto de origem sem qualquer desvio estatisticamente significativo, o intervalo de 
intercepção da ordenada na origem inclui o valor zero e examinou-se a distribuição dos resíduos ao 
longo dos valores de concentração, não tendo sido observadas tendências. Para a BZP e MeOPP foi 
necessário excluir alguns valores aberrantes, aqueles cujo valor do resíduo foi superior em módulo ao 
dobro do desvio-padrão residual obtido para a curva de calibração (Sy/x). 
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Tabela 7-7. Resumo dos resultados obtidos relativos ao modelo de regressão linear para as piperazinas em 
estudo. 
Intervalo de intercepção da 
ordenada na origem  Composto 
Ião 
(m/z)a 
Equação da recta R2 Sy/x 
95%inferior 95%superior 
BZP-N-TFA 272 y=0,0015x-0,0191 0,999 0,0206 -0,0464 0,0083 
TFMPP-N-TFA 326 y=0,0017x-0,03 0,996 0,0401 -0,0814 0,0214 
mCPP-N-TFA 292 y=0,0016x-0,0327 0,995 0,0413 -0,0855 0,0202 
MeOPP-N-TFA 288 y=0,0022x-0,0312 0,999 0,0252 -0,0651 0,0027 
a ião (valor m/z) utilizado na quantificação. 
 
Como referido anteriormente, a linearidade do método analítico assente exclusivamente nas estimativas 
obtidas na análise de regressão linear, ou a representação gráfica da sua função isolada, não é razoável 
[297,303]. De acordo com a norma ISO-8466-1 [302] a linearidade do método analítico foi ainda 
avaliada mediante a utilização de um teste estatístico utilizando dois modelos de regressão: linear e não 
linear (quadrática). Pretendia-se ao efectuar o teste de Mandel avaliar qual dos modelos proporcionava 
o melhor ajustamento aos pontos de calibração. Calculou-se a função de calibração linear e não linear, 
os desvios-padrão respectivos, Sy/x e Sy2, e a diferença de variâncias (DS2). Na Tabela 7-8 apresentam-
se os valores numéricos de teste (PG), calculados segundo se indicou em 6.9.4, e comparam-se com os 
valores tabelados da distribuição F de Snedecor (N-1;N-1;0,95) (Fcrit). 
De acordo com os critérios previamente estabelecidos, como PG ≤ Fcrit (N-1;N-1;0,95) (Tabela 7-8) os 
resultados obtidos evidenciam que, na gama de trabalho adoptada, o modelo linear é o que melhor se 
ajusta aos pontos da curva de calibração obtidos, a regressão quadrática (não linear) não conduziu a um 
ajuste significativamente superior. 
 
Tabela 7-8. Resumo dos resultados obtidos no teste de Mandel para as piperazinas em estudo. 
Composto 
Teste de Mandel  
(PG) 
Critério de decisão 
PG ≤ Fcrit (N-1;N-1;0,95) 
BZP-N-TFA 0,85 PG ≤ 3,18 F(9;9;0,95) 
TFMPP-N-TFA 0,56 PG ≤ 2,98 F(10;10;0,95) 
mCPP-N-TFA 0,41 PG ≤ 2,98 F(10;10;0,95) 
MeOPP-N-TFA 0,64 PG ≤ 3,44 F(8;8;0,95) 
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7.3.5 Gama de trabalho 
De acordo com a metodologia experimental descrita no ponto 6.9.5, o teste de homogeneidade de 
variâncias permitiu verificar se existiam diferenças estatisticamente significativas entre as variâncias nos 
extremos da gama de trabalho adoptada, entre 10 ng/mL e 1000 ng/mL. Na Tabela 7-9 apresentam-se 
os resultados do valor de teste calculado (PG) obtidos no teste de homogeneidade de variâncias e 
comparam-se com os valores tabelados da distribuição F de Snedecor (N-1;N-1;0,95) (Fcrit). 
Como se pode observar na Tabela 7-9, os valores de PG, expressos pela razão ente as variâncias 
associadas à concentração de 10 ng/mL e 1000 ng/mL, foram superiores aos de Fcrit(9;9;0,95) para 
todos os compostos em estudo. Deste modo, os valores experimentais revelam que existem diferenças 
estatisticamente significativas entre as variâncias nos extremos da gama de trabalho. Esta observação 
poder-se-á explicar em termos de um modelo heterocedástico, onde as variâncias não são idênticas em 
toda a gama de trabalho para todas as piperazinas em estudo. 
 
Tabela 7-9. Resumo dos resultados obtidos no teste de homogeneidade de variâncias. 
Composto 
Teste de homogeneidade de 
variâncias (PG) 
Critério de decisão 
PG ≤ Fcrit(9;9;0,95) 
BZP-N-TFA 548,64 
TFMPP-N-TFA 763,62 
mCPP-N-TFA 971,99 
MeOPP-N-TFA 1002,58 
PG ≤ 3,18 
 
 
7.3.6 Regressão linear ponderada 
Uma vez que se verificaram diferenças estatisticamente significativas entre as variâncias nos extremos 
da gama de trabalho considerou-se a existência de uma distribuição heterocedástica dos erros 
(resíduos). Neste trabalho foi averiguada a natureza desta distribuição, o modo como se estabelece a 
relação entre a variância da variável dependente e a variável independente. Para tal, como foi descrito 
no ponto 6.9.5.1, preparam-se para cada composto em estudo sete amostras de calibração distribuídas 
na gama de trabalho, 10, 25, 200, 400, 600, 800 e 1000 ng/mL, as quais foram extraídas e analisadas de 
acordo com o método optimizado. O procedimento experimental foi repetido durante cinco dias.  
Observou-se no gráfico dos resíduos que os erros não se distribuíam de forma aleatória, pelo contrário, 
verificou-se um aumento da sua dispersão associado ao aumento da concentração do analito. A título 
de exemplo, apresentam-se os resultados obtidos para a BZP-N-TFA no Gráfico 7-2. Deste modo, 
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com o objectivo de obter uma melhor adequação à gama de trabalho, optou-se pela utilização da 
regressão linear pelo método dos mínimos quadrados ponderados como forma de corrigir este 
problema. Peters et al. [24] também o efectuam na validação do método analítico para quantificação das 
piperazinas no plasma. Poder-se-ia ter optado por reduzir o intervalo da gama de trabalho e efectuar 
um novo teste de homogeneidade de variâncias. Na generalidade, este último procedimento é 
efectuado por tentativa e erro, o que implica um trabalho moroso e, por vezes, inaceitável, a gama de 
trabalho assim obtida pode ser de tal forma reduzida que se torna inadequada [306]. 
 
 
 
 
 
Gráfico 7-2. Representação gráfica dos resíduos em função da concentração de BZP. 
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compararam-se os resultados assim obtidos com a utilização do modelo de regressão linear sem 
ponderação [308]. Os resultados referentes ao estudo da regressão linear ponderada foram obtidos 
com o auxílio do software Minitab®, versão 13. Calcularam-se os valores de ∑RE% e RE%, como se 
indicou em 6.9.5.1. A representação de RE% foi efectuada num par de eixos cartesianos, onde os 
valores de RE% figuram no eixo das ordenadas e as concentrações do analito se representam no eixo 
das abcissas. Definiram-se critérios de aceitação para o factor de ponderação, o mais adequado seria 
aquele que apresentasse o menor ∑RE%, e cujos valores de RE% se distribuíssem de forma aleatória e 
paralela ao eixo das abcissas. Quanto mais estreita fosse esta margem, mais ajustado seria o factor de 
ponderação [308]. 
Na Tabela 7-10 encontra-se um resumo dos resultados obtidos no decorrer deste estudo para a BZP-
N-TFA. A representação gráfica dos valores de RE% versus a concentração (Gráfico 7-3), obtidos 
mediante a utilização da regressão linear simples e ponderada, esta última estimada por seis factores de 
ponderação, permitiu verificar que o modelo 1 (regressão linear sem ponderação) sobrestima as 
concentrações na gama baixa, onde apresenta os valores residuais mais elevados. Esta observação é 
expressa também na Tabela 7-10. Para o modelo 1, as concentrações estimadas por interpolação na 
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curva de calibração obtida por regressão linear simples são, na gama baixa, 10 e 25 ng/mL, 
particularmente elevadas, 17,5 ng/mL e 31,6 ng/mL, quando comparadas, por exemplo, ao modelo 5, 
respectivamente, 10,6 ng/mL e 24,8 ng/mL.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 7-3. Distribuição gráfica de RE% versus a concentração para a regressão linear (Wi=1) e regressão linear 
ponderada para cada factor de ponderação (Wi = 1/x; Wi = 1/x2; Wi = 1/√x; Wi = 1/y; Wi = 1/y2; Wi = 1/√y) 
referente à BZP-N-TFA. 
 
Numa situação ideal (factor de ponderação inversamente proporcional à variância), atribuiríamos a 
cada par de ordenadas um factor de ponderação inversamente proporcional à variabilidade associada às 
determinações efectuadas para cada amostra de calibração. Ao atribuir um peso mais elevado às 
concentrações menores na gama baixa, dado que para a BZP-N-TFA a variabilidade é maior nas 
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concentrações mais elevadas (Gráfico 7-2), deslocamos a média das concentrações para a região de 
menor incerteza. Mas as situações ideais nem sempre são viáveis. Na generalidade, em análises de 
rotina, o número de determinações a efectuar é elevado e o procedimento definido no STF exige a 
elaboração diária de uma curva de calibração e três amostras controlos (três réplicas de cada amostra 
controlo), para cada um dos compostos. A obrigatoriedade de efectuar várias réplicas por cada amostra 
de calibração para o cálculo da variância, como efectuado neste trabalho, exigiria tempo e custos 
elevados, não compatíveis com uma rotina laboratorial pesada. Deste modo, o recurso a factores de 
ponderação empíricos afigura-se mais apropriado. Baseado na minimização do somatório de RE%, 
para a BZP o modelo 5 representa o factor de ponderação mais apropriado. No entanto, os modelos 2, 
3 e 6 poderiam igualmente ser adoptados. 
 
Tabela 7-10. Concentrações estimadas por recurso à regressão linear e regressão linear ponderada para cada 
factor de ponderação empírico e valor do somatório do erro residual (∑RE%), referente à BZP-N-TFA. 
Concentração 
na amostra 
(ng/mL) Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6 Modelo 7 
 
 x
1
 2
1
x
 
x
1
 
y
1
 2
1
y
 
y
1
 
1000 1013,5 1021,7 1036,7 1015,7 1021,6 1036,7 1015,6 
800 808,0 813,1 824,9 808,6 813,0 824,9 808,5 
600 582,7 584,4 592,7 581,6 584,3 592,7 581,5 
400 397,4 396,2 401,7 394,9 396,2 401,6 394,8 
200 194,9 190,6 192,9 190,9 190,6 192,9 190,8 
25 31,6 24,9 24,6 26,3 24,8 24,5 26,2 
10 17,5 10,6 10,1 12,2 10,6 10,1 12,1 
∑RE% -97,9 -1,5 -2,0 -21,1 -0,7 -1,4 -19,7 
 
 
Os factores de ponderação seleccionados foram 1/y para a BZP e a MeOPP e 1/x para a mCPP e a 
TFMPP. 
 
7.3.7 Precisão e Exactidão  
Os resultados sumariados obtidos neste estudo apresentam-se na Tabela 7-11. 
Para a MeOPP os resultados obtidos ao longo do tempo em que este estudo foi efectuado revelaram 
que o método analítico desenvolvido por SPE-GC-MS não era adequado à sua quantificação nas 
amostras de sangue total, as estimativas obtidas nas regressões lineares não satisfaziam os pressupostos 
definidos (e.g. R2 < 0,99).  
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Tabela 7-11. Resumo dos resultados obtidos no estudo da precisão e exactidão (veracidade) do método, para 
cada um dos compostos em estudo, calculados para três níveis de concentração. 
Composto 
Concentração 
real (ng/mL) 
Repetibilidade 
(CVR) (n=15) 
Precisão 
intermédia (CVSI) 
(n=15) 
EMR (%) 
(n=15) 
Concentração 
estimada 
(ng/mL) 
50 2,6 5,3 -2,4 48,8 
500 4,0 5,1 6,0 529,9 BZP-N-TFA 
1000 1,6 4,2 5,1 1051,1 
50 3,6 9,5 -12,2 43,9 
500 3,1 9,5 -10,1 449,7 TFMPP-N-TFA 
1000 4,1 5,9 -8,3 917,1 
50 2,4 7,0 -7,0 46,5 
500 3,2 7,9 -1,9 490,3 mCPP-N-TFA 
1000 1,9 7,0 -4,6 953,7 
50 — — — — 
500 — — — — MeOPP-N-TFA 
1000 — — — — 
 
 
Para as outras piperazinas os CV% obtidos na precisão intermédia são iguais ou inferiores a 9,5% em 
todos os níveis de concentração estudados e os da repetibilidade iguais ou inferiores a 4,1%. Estes 
resultados são bastante satisfatórios e semelhantes aos descritos por Peters et al. [24] no plasma (entre 
6,9 e 15 % para a precisão intermédia, e entre 2,5 e 10,5% para a repetibilidade). Estão dentro dos 
valores aconselhados na literatura, inferiores ou iguais a 20% na gama baixa de concentrações e 15% 
nas demais [325].  
A exactidão do método analítico foi expressa como o EMR para três gamas de trabalho, obtida com 
cinco curvas de calibração e em triplicado, representa a média de quinze resultados analíticos. Os 
valores absolutos obtidos, entre 1,9 e 12,2%, são similares aos descritos por Peters et al. [24], entre 0,6 
e 9,6%, e dentro dos limites considerados aceitáveis: ± 20 % perto do LQ e ± 15% nas restantes 
concentrações [325]. 
No entanto, neste estudo foi investigada a presença de erros sistemáticos (tendências), para cada nível 
de concentração. Utilizou-se um teste estatístico de modo a inferir se a recuperação média (%) era 
estatisticamente diferente da unidade. Os resultados obtidos neste estudo apresentam-se na Tabela 
7-12. Para a BZP e a TFMPP foi evidenciado a existência de diferenças estatisticamente significativas 
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na recuperação média, para a primeira na gama média e na TFMPP na gama baixa e alta de 
concentrações. A recuperação média da mCPP não evidenciou quaisquer enviusamentos.  
 
Tabela 7-12. Resumo dos resultados obtidos no teste de hipóteses (teste t de Student) na avaliação dos erros 
sistemáticos associados à recuperação do método. 
Composto Concentração 
real (ng/mL) 
R  
(n=15) 
texp Critério de decisão 
texp ≤ tcrit (N-1;0,95) 
50 97,6 1,158 
500 106,0 3,166 BZP-N-TFA 
1000 105,1 2,746 
50 87,8 3,414 
500 89,9 2,746 TFMPP-N-TFA 
1000 91,7 4,130 
50 93,0 2,513 
500 98,1 0,597 mCPP-N-TFA 
1000 95,4 1,581 
texp ≤ 2,776 F(4;0,95) 
 
A presença de erros sistemáticos associados à recuperação da BZP e TFMPP deverá ser corrigida na 
estimativa da 
RU  (Tabela 7-13) no caso do cálculo das incertezas ser efectuado.  
 
Tabela 7-13. Resumo dos resultados obtidos no cálculo da incerteza padrão relativa associada à recuperação 
do método. 
Composto Concentração real 
        (ng/mL) 
R  (n=15) RU%  RU  
50 97,6 0,021 0,022 
500 106,0 0,019 0,033 BZP-N-TFA 
1000 105,1 0,019 0,018 
50 87,8 0,035 0,080 
500 89,9 0,037 0,041 TFMPP-N-TFA 
1000 91,7 0,020 0,051 
50 93,0 0,028 0,030 
500 98,1 0,033 0,033 mCPP-N-TFA 
1000 95,4 0,029 0,031 
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Dado que não foram inseridos factores de correcção, para estes compostos e nas gamas de 
concentrações onde se verificou a existência de erros sistemáticos, 
RU  foi estimada por aplicação da 
equação 39, de modo a incorporar um componente associado à existência de um erro sistemático. Foi 
aplicado um factor de cobertura de 2, o qual, para uma distribuição normal, corresponde a um grau de 
confiança de 95% [314]. 
 
Dado que não existe nenhum valor de cutoff nem se conhecem as concentrações tóxicas para estes 
analitos, este estudo não foi completado com o cálculo das incertezas do método. O desenvolvimento 
e a validação de um método analítico são processos dinâmicos, não se esgotando num único estudo.  
 
7.3.8 Presença de arrastamento (carry over) 
O arrastamento foi avaliado por injecção no sistema cromatográfico de uma amostra de sangue branca 
após a análise de amostras fortificadas com as piperazinas em concentração elevada (1000 ng/mL). Em 
toxicologia forense é habitual a presença de amostras biológicas com drogas de abuso em 
concentrações elevadas e a análise em série de várias amostras pode inadvertidamente arrastar um 
composto que está presente em concentração elevada para outras amostras analisadas depois desta. 
Neste estudo não foram observados fenómenos de arrastamento. 
7.3.9 Robustez 
Dado o intervalo de tempo seleccionado para este estudo (2 meses) e considerando que as fontes de 
variabilidade que podem afectar o método foram variadas podemos desta forma ter uma ideia da 
robustez do método. Neste sentido, o método desenvolvido para a quantificação da MeOPP não é 
robusto. Porém,  a  sua capacidade para detectar e identificar este analito não foi afectada. Para os 
restantes compostos em estudo a capacidade de identificação e quantificação do método analítico 
manteve-se inalterada.  
 
7.4 Microextracção em fase sólida (SPME) 
7.4.1 Optimização das condições experimentais  
No desenvolvimento de um método analítico é necessário que as condições experimentais sejam 
optimizadas. No que respeita à SPME este processo é particularmente importante. Como foi explicado 
anteriormente, diversos parâmetros experimentais alteram a eficiência extractiva desta técnica e 
afectam de forma distinta a precisão do método analítico. Face à inexistência de trabalhos científicos 
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publicados relativos à extracção das piperazinas por SPME justifica-se, neste estudo, a necessidade de 
conhecer o efeito destas variáveis experimentais e optimizar as condições experimentais do método 
analítico para detecção, identificação e quantificação das piperazinas por SPME-GC-MS. 
 
O método analítico foi dividido em quatro etapas. Na primeira etapa os analitos foram isolados da 
matriz por exposição da fase estacionária ao espaço-de-cabeça acima da amostra. Seguiu-se a 
derivatização química das piperazinas no espaço-de-cabeça acima do reagente de derivatização. Numa 
terceira fase, os analitos retidos na fase estacionária foram dessorvidos termicamente no injector do 
cromatógrafo. Por último, os analitos foram separados cromatograficamente e a sua detecção e 
identificação efectuadas por espectrometria de massa. A separação cromatográfica das piperazinas foi 
optimizada inicialmente, as condições cromatográficas são as que se indicam no capítulo 6.5. 
Tendo por objectivo a optimização das condições experimentais relativas à SPME no que se refere à 
eficiência extractiva, à repetibilidade dos resultados e à redução do tempo de extracção, os parâmetros 
que afectam esta técnica foram estudados de forma isolada. Porventura existirão outras variáveis que 
poderão igualmente influenciar o método, tais como a concentração de metanol na amostra ou o 
tempo de permanência dos analitos da fibra após o processo de extracção. Seleccionaram-se aquelas 
que são avaliadas com maior frequência em estudos desta natureza. Na etapa de absorção foram 
estudados os parâmetros tempo de pré-equilíbrio (5 a 20 minutos), tempo de equilíbrio (5 a 25 
minutos), temperatura da amostra (25 a 65ºC), fase estacionária (PDMS e PA), força iónica (NaCl entre 
0 a 0,36 g/mL e K2CO3 entre 0 a 0,7 g/mL), concentração da base (KOH 0 a 0,5 M), agitação da 
amostra (0 a 1250 r.p.m.), volume de amostra (0,5 a 2 mL), diluição da amostra (sem diluição, 1:1 a 1:4, 
v/v) e razão β (9, 4 e 2). Amostras de urina fortificadas com 30 ng/mL de cada uma das piperazinas 
em estudo, 30 ng/mL de pTp (PI) e 10 ng/mL de MeTd9 (PI) foram utilizadas tendo como objectivo 
o estudo do efeito destas variáveis. Numa segunda fase foram estudados os efeitos das variáveis 
susceptíveis de afectar a derivatização química dos analitos, sendo estudados o tempo e a temperatura 
de derivatização. Por último, avaliou-se os efeitos da temperatura do injector, do tempo de dessorção 
térmica dos analitos e da profundidade da agulha durante o tempo de permanência no injector. 
A pTp, um dos PIs adoptados neste trabalho, coincide com o PI proposto por Peters et al. [24] tendo 
sido utilizado no desenvolvimento e validação do método analítico por SPE-GC-MS, efectuado na 
primeira parte deste trabalho. Contudo, na SPME foi adicionado à amostra um segundo composto, a 
MeTd9, e avaliada a sua função como PI da TFMPP e MeOPP.  
7.4.1.1 Influência do tempo de pré-equilíbrio 
O intervalo de tempo durante o qual a amostra é aquecida e agitada sem que a fibra seja introduzida no 
recipiente e exposta ao espaço-de-cabeça acima da amostra foi definido como tempo de pré-equilíbrio. 
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Considerou-se fundamental o estudo deste parâmetro, dado que a adição do sal na forma sólida 
originava inicialmente uma reacção exotérmica e uma solução não homogénea. A agitação e o 
aquecimento da amostra durante um determinado intervalo de tempo contribuem para a minimização 
desta heterogeneidade, permitindo a estabilização da temperatura da amostra e da razão de fases e 
facilitando a ocorrência de trocas entre a fase líquida e a fase gasosa.  
Avaliou-se o efeito do tempo de pré-equilíbrio sobre a eficiência extractiva das piperazinas em estudo e 
dos PIs. As amostras de urina foram aquecidas a 50ºC e agitadas a uma velocidade constante de 1250 
r.p.m. durante períodos de tempo variáveis entre 5 a 20 minutos. Foram efectuadas quatro réplicas 
para cada uma das condições em análise e calculada a média das áreas cromatográficas obtidas para 
cada um dos analitos e intervalos de tempo estudados. No Gráfico 7-4 ilustram-se os resultados 
obtidos referentes à eficiência extractiva. 
Verifica-se que o aumento inicial do tempo de pré-equilíbrio de 5 para 10 minutos induz um aumento 
da área cromatográfica média para todos os compostos, salvo a MeTd9 cuja área diminui. Porém, aos 
15 minutos a tendência inicial é invertida, tendo as áreas cromatográficas diminuído para a generalidade 
dos compostos, com excepção da MeTd9 e TFMPP onde se verificou um acréscimo. 
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Gráfico 7-4. Efeito do tempo de pré-equilíbrio na área cromatográfica (valor médio) dos analitos em estudo. 
 
 
Para um intervalo de tempo de 20 minutos, as áreas cromatográficas médias são mais elevadas para a 
generalidade dos compostos em estudo, comparativamente com as obtidas nos intervalos de tempo 
que o antecedem. Durante este período de tempo verifica-se a dissolução completa do sal e a 
homogeneização da amostra. A transferência de massa entre a fase líquida e a fase gasosa favorece a 
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concentração dos analitos no espaço-de-cabeça, reflectindo-se num aumento da quantidade de analito 
extraída. A TFMPP apresenta um comportamento distinto das outras piperazinas e semelhante ao 
apresentado pela MeTd9. Para um período de pré-equilíbrio de 20 minutos o valor médio das áreas 
cromatográficas é inferior quando comparado com os períodos de duração inferior, sendo o tempo de 
pré-equilíbrio de 15 minutos aquele que apresenta o valor médio mais elevado. Este facto indicia que a 
pTp não é apropriada para PI da TFMPP, pois qualquer variação no tempo de pré-equilíbrio afectará 
de forma díspar a área cromatográfica destes dois compostos. Pelo contrário, a MeTd9 é aquela que 
apresenta um comportamento idêntico ao da TFMPP, o que poderá compensar pequenas alterações 
induzidas no tempo de pré-equilíbrio e, deste modo, revelar-se um bom candidato a PI da TFMPP. No 
que se refere à MeOPP o mesmo não se verifica. 
Admite-se também que possa existir um fenómeno de natureza competitiva entre a TFMPP e a MeTd9 
e os restantes compostos para intervalos de tempo superiores a 10 minutos. A Kha é directamente 
proporcional à Ha [215,216]. A TFMPP apresenta um valor superior na Ha (9,84×10-8 atm.m3/mol) 
comparativamente à mCPP (0,839×10-8 atm.m3/mol). Para analitos voláteis, a transferência de massa 
da urina para o espaço-de-cabeça é mais rápida, atingindo deste modo o valor máximo mais 
rapidamente, aos 15 minutos. Numa fase posterior, os analitos menos voláteis que entretanto se 
difundiram para a fase gasosa podem competir com a TFMPP e a MeTd9 na absorção à fase 
estacionária, ainda que este fenómeno se descreva, regra geral, para fases estacionárias cujo mecanismo 
é do tipo adsorptivo. 
 
Dado que a TFMPP e a MeTd9 apresentam sempre eficiências extractivas mais elevadas por 
comparação com os outros analitos, selecionou-se um tempo de pré-equilíbrio de 20 minutos como 
forma de favorecer a extracção das piperazinas cuja eficiência extractiva era inferior.  
7.4.1.2 Influência do tempo de extracção  
Neste estudo, a amostra foi equilibrada durante 20 minutos e a fase estacionária foi exposta ao espaço-
de-cabeça acima da amostra durante períodos de tempo variáveis, entre 5 e 25 minutos. Foram 
efectuadas quatro réplicas para cada uma das condições em estudo e calculada a média das áreas 
cromatográficas obtidas para todos os analitos. O CV% foi expresso para cada um dos compostos e 
intervalos de tempo estudados.  
O valor médio das áreas cromatográficas e o CV% estimados para todos os compostos em estudo, 
inclusive para os PIs, foram comparados para cada intervalo de tempo em avaliação. Os resultados 
obtidos são os que se apresentam na Tabela 7-14. No Gráfico 7-5 ilustram-se os resultados obtidos 
neste estudo referentes à eficiência extractiva. 
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Gráfico 7-5. Efeito do tempo de extracção na área cromatográfica (valor médio) dos analitos em estudo. 
 
Observa-se no Gráfico 7-5 que a eficiência extractiva depende do intervalo de tempo considerado para 
a absorção. Para todas as piperazinas a área cromatográfica aumenta na relação directa com o aumento 
do tempo de absorção até um determinado intervalo de tempo (20 minutos), após o qual as áreas 
cromatográficas declinam. Para a MeTd9 a área cromatográfica mais elevada é obtida após um período 
de absorção de 15 minutos. Este facto indicia que a MeTd9 não é apropriada para PI da TFMPP ou da 
MeOPP, pois qualquer variação no tempo de absorção afectará de forma díspar a área cromatográfica 
destes compostos. 
 
No capítulo 3.3.6.5, o te foi definido como o intervalo de tempo durante o qual a fase estacionária é 
exposta ao espaço-de-cabeça acima da amostra e após o qual a quantidade de analito extraída 
permanece constante [241]. No entanto, neste estudo, as áreas cromatográficas quer das piperazinas 
quer da MeTd9, não estabilizaram. Muito pelo contrário, estas diminuíram após os 20 e os 15 minutos 
de absorção, respectivamente, sugerindo que o estado de equilíbrio ainda não tenha sido atingido após 
este intervalo de tempo, dado que no equilíbrio as áreas cromatográficas se mantêm constantes. O que 
está de acordo com o referido por Pawliszyn [241], que afirma que em certas circunstâncias a 
quantidade de analito extraído diminui, sem que no entanto o equilíbrio seja alcançado. Ulrich [216] 
aconselha, por isso, a dilatar no tempo o estudo da influência deste parâmetro (e.g. doze horas). Pese 
embora este conselho, o estudo do tempo de equilíbrio confinou-se ao intervalo de tempo inicialmente 
seleccionado (entre 5 e 25 minutos). Justificou-se esta atitude pelo facto da SPME poder ser realizada 
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quantitativamente quer em situações de equilíbrio quer em situações de não equilíbrio [248,266], ainda 
que no primeiro caso a sensibilidade do método seja mais elevada e os erros experimentais diminuídos 
[216]. A sensibilidade obtida antes de equilíbrio e a diminuição do tempo total necessário para a 
realização da análise são factores adicionais que contribuíram para que um período de 25 minutos 
constituísse o limite temporal deste estudo. 
A diminuição das áreas cromatográficas pode estar associada à depleção inicial dos analitos na fase 
gasosa. Quando a transferência de massa da amostra para o espaço-de-cabeça é a etapa que limita o 
processo extractivo por SPME, observar-se-á um aumento inicial da quantidade de analito extraída, 
relacionado com a partição dos analitos presentes no espaço-de-cabeça. Posteriormente, verifica-se um 
acréscimo menos acentuado associado à transferência lenta de massa da amostra para o espaço-de-
cabeça [246,248]. Deste modo, incrementos superiores no te poderiam favorecer a transferência, mas a 
duração da análise é um parâmetro importante em análises toxicológicas, em particular quando o 
número de amostras a analisar é elevado, ou quando da emissão de um resultado depende uma decisão 
judicial, pelo que não se prolongou no tempo este estudo. 
Por outro lado, constatou-se no decorrer das experiências que o aumento do te de 20 para 25 minutos 
provocava a condensação de vapor de água, inicialmente na fibra e posteriormente na fase estacionária. 
Este facto poderá ser responsável pela diminuição da área cromatográfica observada neste período de 
tempo e pela variabilidade elevada dos resultados obtidos, entre 13,8 e 76,6%, respectivamente, para a 
mCPP e MeOPP (Tabela 7-14). Alpendurada [214] e Blair et al. [219] referem que a existência de 
condensação na fibra afecta de forma negativa a extracção. Yashiki et al. [326] constatam um efeito 
semelhante na extracção da anfetamina e metanfetamina, em que para te mais extensos as áreas 
cromatográficas obtidas diminuem. O aquecimento a 50ºC durante um período de tempo prolongado 
pode acelerar a degradação de compostos termolábeis.  
 
Tabela 7-14. Efeito do tempo de extracção na área cromatográfica e repetibilidade (CV%) dos compostos em 
estudo.  
Composto 
 Área cromatográfica (CV%) 
Tempo de 
extracção 
(minutos) 
TFMPP BZP mCPP MeOPP MeTd9 (PI) PTP (PI) 
5 186286 (14,7) 133793 (10,7) 60354 (7,6) 17096 (26,8) 3015393 (20,5) 130429 (8,3) 
10 383242 (25,2) 239412 (20,9) 103693 (26,5) 32691 (37,3) 3794467 (22,0) 238990 (25,5) 
15 602076 (20,2) 422782 (16,9) 221158 (21,5) 72909 (21,5) 4994375 (28,4) 442571 (19,8) 
20 790515 (15,7) 513877 (8,5) 276812 (10,0) 82756 (13,9) 4310236 (13,3) 550673 (9,3) 
25 689884 (15,7) 473252 (23,3) 208228 (13,8) 37563 (76,6) 3063716 (27,4) 315226 (53,8) 
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Neste trabalho, o tempo de equilíbrio não foi atingido após 25 minutos de exposição da fase 
estacionária ao espaço-de-cabeça. Dado que aos 20 minutos foram obtidos os melhores resultados no 
que se refere à área cromatográfica das piperazinas, este foi o intervalo de tempo considerado para a 
absorção. 
7.4.1.3 Influência da temperatura 
Definidas as variáveis tempo de pré-equilíbrio e tempo de absorção com uma duração de 20 minutos 
cada, avaliou-se o efeito da temperatura da amostra na SPME. Durante o período total de extracção as 
amostras foram sujeitas a temperaturas diversas entre 25 e 65ºC. Foram efectuadas quatro réplicas para 
cada uma das condições em estudo. 
 
O valor médio das áreas cromatográficas estimado para todos os compostos em estudo, inclusive para 
os PIs, foi comparado para cada nível em avaliação: 25ºC, 35ºC, 45ºC, 55ºC e 65ºC. No Gráfico 7-6 
ilustram-se os resultados obtidos referentes à eficiência extractiva. 
 
Verifica-se que a temperatura óptima (valor médio das áreas cromatográficas mais elevado) para a 
generalidade das piperazinas é de 55ºC. A MeOPP é a excepção à regra na qual o valor médio da área 
cromatográfica é mais elevado aos 65ºC. Para analitos com pontos de ebulição elevados o aumento da 
temperatura da amostra favorece a extracção. Para a generalidade das piperazinas, o aumento da 
temperatura até um valor máximo de 55ºC beneficia positivamente a área cromatográfica, sendo que 
um incremento posterior de 10ºC induz a sua diminuição. Com o aumento da temperatura da amostra 
a pressão de vapor dos analitos aumenta e as piperazinas dissociam-se da urina. Simultaneamente, a 
temperatura elevada favorece a transferência de massa para o espaço-de-cabeça e o valor de Kha 
aumenta, favorecendo deste modo o processo de absorção [215,238], o que coincide com o 
incremento da área cromatográfica. Porém, a natureza exotérmica da etapa de absorção poderá 
desempenhar um papel relevante na diminuição da área cromatográfica a temperaturas superiores 
[238,252], à semelhança do que é observado no Gráfico 7-6. Com o aumento da temperatura as 
moléculas do analito que se difundiram inicialmente para a superfície da fase estacionária não são 
absorvidas e até aquelas que se encontram absorvidas podem ser dessorvidas termicamente [176,233], 
o que contribui para a diminuição de Kfh [227,237] e, consequentemente, da área cromatográfica. No 
entanto, verifica-se que mesmo a temperaturas elevadas (e.g. 65ºC), o aumento induzido na área 
cromatográfica sobrepõe-se aos valores obtidos à temperatura ambiente (25ºC). A MeTd9 constitui 
aqui uma excepção, pois se por um lado a sua temperatura óptima é atingida aos 35ºC, por outro 
verifica-se uma diminuição da área cromatográfica (para valores de temperatura superiores a 35ºC) de 
tal forma acentuada que as áreas obtidas são sempre inferiores às obtidas a 25ºC. Desta forma, quer a 
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MeTd9 quer a pTp não são adequadas para PI respectivamente da TFMPP e da MeOPP, pois qualquer 
alteração da temperatura da amostra afectará de forma díspar a área cromatográfica destes compostos. 
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Gráfico 7-6. Efeito da temperatura da amostra na área cromatográfica (valor médio) dos analitos em estudo. 
 
A temperatura de 55ºC foi seleccionada para extracção das piperazinas. Para a generalidade dos 
compostos em estudo esta permite obter as áreas cromatográficas mais elevadas, pese embora não ser a 
mais adequada para a MeOPP e a MeTd9. 
7.4.1.4 Influência da fase estacionária 
Para avaliar este parâmetro foram estudadas duas fases estacionárias, uma de PDMS e outra de PA, 
respectivamente, uma fase de natureza apolar e polar. Em ambas o revestimento é um filme líquido e o 
processo de extracção é de absorção [237,254]. Neste estudo, o tempo de pré-equilíbrio e de absorção 
foi de 20 minutos cada, sendo a temperatura da amostra durante o intervalo de tempo de 55ºC. Foram 
efectuadas quatro réplicas para cada uma das fases estacionárias em estudo.  
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Os valores médios das áreas cromatográficas estimados para todos os compostos em estudo, inclusive 
para os PIs, foram comparados para cada uma das fibras estudadas. No Gráfico 7-7 ilustram-se os 
resultados obtidos referentes à eficiência extractiva.  
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Gráfico 7-7. Efeito da fase estacionária na área cromatográfica (valor médio) dos analitos em estudo. 
 
Observa-se que a eficiência extractiva depende do analito e da fase estacionária considerada (Gráfico 
7-7). A MeOPP, mCPP e pTp apresentam um comportamento idêntico entre si, em que as suas áreas 
cromatográficas são em média mais elevadas após exposição à fase estacionária de PA quando 
comparadas com as obtidas na fase apolar de PDMS. Para este efeito deverá contribuir a natureza 
química destes compostos, em particular, no que respeita à sua polaridade, sendo que a MeOPP 
apresenta, face aos outros analitos, uma maior polaridade. Compostos polares são extraídos de forma 
mais eficiente por fases estacionárias polares, enquanto que os de natureza apolar o são pelas fases 
apolares. À TFMPP atribuem-se características marcadamente lipofílicas [69,88] estando de acordo 
com o comportamento apresentado neste estudo, no qual as áreas cromatográficas mais elevadas são 
as obtidas com a utilização da fase de PDMS.  
Por outro lado, e de acordo com Grote e Pawliszyn [232] e Vaes et al. [256], a difusão dos analitos na 
fase de PA é mais lenta quando comparada com a observada na fase de PDMS. Deste modo, quando 
se utiliza a primeira, o te é mais elevado [232,254]. Neste trabalho, a influência da fase estacionária na 
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eficiência extractiva das piperazinas foi estudada isoladamente pelo que a interacção entre estes dois 
factores (fase estacionária e te) não pôde ser visualizada. 
 
Seleccionou-se a fase de PDMS para utilização nas experiências posteriores referentes à optimização da 
metodologia de SMPE, dado que apresentou um tempo de vida útil superior (aproximadamente 80 
ciclos de absorção/dessorção) quando comparada com a de PA (aproximadamente 10 ciclos). Penãlver 
et al. [327] utilizam uma mesma fase de PA durante 10 ciclos de absorção/dessorção. Além disso, o 
efeito de carry over foi muito elevado quando se utilizou a última.  
 
No decorrer deste estudo constatou-se a presença de uma camada espessa em redor da fase 
estacionária de PA após a dessorção térmica, mesmo após um tempo de permanência no injector 
superior ao definido para a dessorção. Após a dessorção da fibra em branco verificava-se a presença 
dos analitos no cromatograma. Numa segunda dessorção em branco não se observou, nos Tr 
esperados, quaisquer picos cromatográficos. Porém, quando a fibra foi submetida a uma segunda 
derivatização a presença dos compostos em estudo era revelada, indiciando que inicialmente estes 
últimos não teriam sido completamente derivatizados e dessorvidos da fibra. Estes resultados 
observaram-se ainda após uma terceira derivatização. Quando a fibra de PA foi utilizada, o tempo de 
dessorção utilizado neste estudo (2 minutos) não foi suficiente para a dessorção dos compostos quer 
derivatizados quer não derivatizados, o que está de acordo com o obtido num estudo efectuado por 
Penãlver et al. [327], onde a fibra permanecia no injector do cromatógrafo durante o tempo total da 
corrida analítica (16 minutos), para que o efeito de carry over fosse minimizado na extracção de ftalatos. 
Para tempos de dessorção inferiores estes autores verificavam a presença de carry over. Neste trabalho, 
contudo não foi investigada quer a influência da fase estacionária na dessorção das piperazinas quer o 
efeito de interacção entre estas duas variáveis (fase estacionária e tempo de dessorção).  
7.4.1.5 Influência do sal adicionado e da sua concentração 
Com o objectivo de estudar a influência da força iónica na SPME seleccionaram-se dois reagentes, o 
NaCl e o K2CO3. O primeiro é o sal mais utilizado na literatura para o estudo deste parâmetro, o 
K2CO3, menos utilizado, revelou-se mais eficiente noutros ensaios [258]. Para o estudo deste 
parâmetro, o sal foi adicionado à amostra na forma sólida. O NaCl entre 0 e 0,36 g/mL e o K2CO3 
entre 0 e 0,7 g/mL. As experiências, realizadas em triplicado para cada reagente e concentração em 
análise, foram efectuadas com uma fase estacionária de PDMS, à temperatura de 55ºC e com um 
tempo de pré-equilíbrio e de absorção de 20 minutos cada.  
O valor médio das áreas cromatográficas estimado para todos os compostos em estudo, inclusive para 
os PIs, foi comparado para cada um dos reagentes utilizados e concentração de sal estudada. Nos 
Gráficos 7-8 e 7-9 resumem-se os resultados obtidos.  
Capítulo 7 – Resultados e discussão 
_______________________________________________________________________________________ 
 
139 
0,E+00
1,E+05
2,E+05
3,E+05
4,E+05
5,E+05
0 0,18 0,36
Concentração NaCl (g/mL)
Á
re
a 
cr
om
at
og
rá
fi
ca
 (
va
lo
r 
m
éd
io
)
MeTd9 (PI)
(*1,E-01)
TFMPP
pTp (PI)
BZP
mCPP
MeOPP
 
Gráfico 7-8. Efeito da concentração de cloreto de sódio (NaCl) adicionada à amostra na área cromatográfica 
(valor médio) dos analitos em estudo. 
 
Inicialmente, foi avaliado o efeito da adição de NaCl (0 a 0,36 g/mL) à amostra na área cromatográfica 
dos compostos em estudo. Observa-se que, na generalidade, a adição do sal melhora a eficiência 
extractiva (Gráfico 7-8). Estes resultados experimentais apoiam as conclusões expressas por diversos 
autores, com a adição do sal a força iónica da solução aumenta [250,253] e a solubilidade dos analitos 
na amostra líquida diminui [217,253,268]. Como foi referido anteriormente, a este efeito designa-se de 
efeito salino [253,268]. A transferência de massa da fase líquida para o espaço-de-cabeça, e 
posteriormente para a fase estacionária, é incrementada [227], o que se reflecte num aumento da área 
cromatográfica. Este efeito é mais pronunciado para a TFMPP e a MeTd9, o que poderá ser um 
reflexo das suas características mais hidrofóbicas quando comparadas com os restantes analitos e, em 
particular, com a MeOPP, sendo que o decréscimo da solubilidade dos compostos hidrofóbicos na 
água com o aumento da concentração do sal é observado por outros autores [268]. De facto, para este 
composto o efeito salino não foi presenciado. A presença de MeOPP no cromatograma não foi 
confirmada mesmo após a adição de NaCl na concentração de saturação (0,36 g/mL). Para a MeTd9, 
na concentração de 0 e 0,18 g/mL os valores médios das áreas cromatográficas são mais elevados 
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quando comparados aos da TFMPP, porém, na concentração de 0,36 g/mL esta tendência é invertida, 
reflectindo, uma vez mais, a inexequibilidade da sua função como PI das piperazinas. 
Na literatura consultada, o efeito salino é estudado de forma predominante com o NaCl. No entanto, 
alguns autores utilizam o K2CO3 [223,258]. Neste estudo, a utilização subsequente de NaCl foi 
inviabilizada porque não permitiu a detecção da MeOPP. Assim, o efeito da adição de K2CO3 
completou esta investigação. Como se pode observar no Gráfico 7-9, na generalidade, ao aumento da 
concentração de K2CO3 associa-se o incremento da área cromatográfica dos compostos em estudo. A 
área cromatográfica dos analitos depende do conteúdo de sal na amostra. Na concentração de 0,36 
g/mL, a MeOPP pode agora ser detectada, contrastando com o que foi verificado após a adição de 
NaCl na mesma concentração.  
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Gráfico 7-9. Efeito da adição de carbonato de potássio (K2CO3) à amostra na área cromatográfica (valor médio) 
dos analitos em estudo. 
 
Nas concentrações de 0,36 g/mL, 0,5 g/mL e 0,7 g/mL, o K2CO3 induz um aumento na área 
cromatográfica de todos os compostos em análise, por oposição à situação em que o sal não foi 
adicionado. Estes resultados apoiam as conclusões obtidas por Zuba et al. [258]: o K2CO3 é mais 
eficiente quando comparado com o NaCl no efeito de salting out. Ainda que para a MeOPP a 
concentração óptima de sal seja 0,7 g/mL, para a maioria dos analitos os melhores resultados são 
obtidos na concentração de 0,5 g/mL. Por conseguinte, foi esta a concentração escolhida para a 
metodologia de SPME. 
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7.4.1.6 Influência da concentração da base (pH) 
Para o estudo deste parâmetro, o KOH foi adicionado à amostra nas concentrações de 0, 0,05 e 0,5 M. 
As experiências foram realizadas em triplicado para cada valor de concentração em análise após a 
adição de K2CO3 à urina. O tempo de pré-equilíbrio e de absorção foram no total de 40 minutos, 
sendo a temperatura da amostra de 55ºC durante todo o processo extractivo. A fase estacionária de 
PDMS foi utilizada para a absorção.  
O valor médio das áreas cromatográficas estimado para todos os compostos em estudo, inclusive para 
os PIs, foi comparado para cada uma das concentrações de KOH estudadas. No Gráfico 7-10 
ilustram-se os resultados obtidos referentes à eficiência extractiva.  
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Gráfico 7-10. Efeito da concentração de hidróxido de potássio (KOH) adicionada à amostra na área 
cromatográfica (valor médio) dos analitos em estudo. 
 
Na generalidade, os valores médios das áreas cromatográficas observados no Gráfico 7-10 aumentam 
com o aumento da concentração de KOH na amostra. O valor médio mais elevado é obtido na 
concentração de 0,5 M para todos os compostos, com excepção da mCPP e MeOPP. Tal observação 
está de acordo com o que foi referido anteriormente, o Kfa depende do pH da amostra [176] e as 
piperazinas são compostos básicos. A absorção é facilitada para analitos neutros, consequentemente a 
eficiência extractiva aumenta [176,241] para concentrações de KOH superiores a 0 M. No entanto, 
para a mCPP o valor médio das áreas cromatográficas mais elevado é obtido na concentração de 0,05 
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M e para a MeOPP a adição da base diminui a área cromatográfica. A concentração de KOH 0,5 M foi 
seleccionada para a continuação das experiências dado que a eficiência extractiva era mais elevada neste 
valor de concentração para a maioria dos compostos em estudo. 
7.4.1.7 Influência do volume de amostra  
Definidas as variáveis tempo de pré-equilíbrio (20 minutos) e tempo de absorção (20 minutos), 
temperatura da amostra (55ºC), fase de PDMS, concentração de sal (0,5 g/mL de K2CO3) e de base 
(KOH 0,5 M), adicionadas à amostra, avaliou-se a influência do Va na SPME. Para tal, alíquotas de 0,5 
mL, 1 mL, 1,5 mL e 2 mL, fortificadas como referido no método genérico e diluídas na proporção de 
1:1 com água desionizada, foram introduzidas em recipientes de 10 mL de capacidade. Foram 
efectuadas três réplicas para cada uma das condições em estudo. O valor médio das áreas 
cromatográficas estimado para todos os compostos em estudo, inclusive para os PIs, foi comparado 
para cada Va utilizado. No Gráfico 7-11 ilustram-se os resultados obtidos referentes à eficiência 
extractiva.  
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Gráfico 7-11. Efeito do volume de amostra na área cromatográfica  (valor médio) dos analitos em estudo. 
 
Tal como é preconizado por Górecki et al. [246] e Pawliszyn [241] a eficiência extractiva da SPME é 
deveras influenciada pelo Va. Observa-se no Gráfico 7-11 uma relação quantitativa entre o Va 
adicionado e a área cromatográfica obtida, quase linear. Mais uma vez, a MeOPP é a excepção à regra, 
o aumento induzido na área cromatográfica é pouco significativo. Por outro lado, dado que o volume 
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do recipiente utilizado é constante (10 mL), o aumento do Va diminui a razão β. À diminuição desta 
última associa-se um aumento da quantidade de analito extraída [244,267], pelo que este último efeito 
poderá concorrer concomitantemente para o aumento da área cromatográfica verificado com o 
aumento do Va. 
A MeTd9 e a pTp não se revelam adequadas como PIs da MeOPP. Uma alteração do Va reflectir-se-à, 
de forma significativa, na área cromatográfica da MeTd9 e da pTp, pelo contrário, a área da MeOPP 
alterar-se-ia pouco. 
Como referido na SPE, sempre que possível, a utilização de Va elevados é preterida a favor de Va 
inferiores, pelo que um Va de 1 mL foi seleccionado para extracção das piperazinas, dado que, para os 
compostos em estudo, permite a obtenção de valores médios de área cromatográfica satisfatórios, não 
obstante este não ser o Va mais adequado para obter uma eficiência extractiva máxima. 
7.4.1.8 Influência da razão β 
Para o estudo deste parâmetro, alíquotas de 1 mL de urina e 1 mL de água desionizada foram 
adicionadas a recipientes com 20 mL, 10 mL e 6 mL de capacidade, respectivamente, β=9, β=4, β=2. 
As experiências, realizadas em triplicado para cada rácio β, foram efectuadas após adição de K2CO3 
(0,5 g/mL) e KOH (0,5 M) à urina. O tempo de pré-equilíbrio e de absorção foram no total de 40 
minutos, sendo a temperatura da amostra de 55ºC durante todo o processo extractivo. A fase 
estacionária de PDMS foi utilizada para a absorção. O valor médio das áreas cromatográficas estimado 
para todos os compostos em estudo, inclusive para os PIs, foi comparados para cada um dos valores β 
estudados. No Gráfico 7-12 ilustram-se os resultados obtidos.  
Constata-se que o aumento do rácio β de 2 para 9 diminui a área cromatográfica de todos os 
compostos em estudo, e é independente do Va adicionado. Na generalidade dos compostos, existe 
uma relação quantitativa entre a área cromatográfica e β, o aumento desta última induz uma diminuição 
da área cromatográfica. Tal facto é fundamentado por diversos autores, para compostos voláteis a 
redução do Vh aumenta a eficiência extractiva [241,244,268] e à diminuição de β associa-se um 
aumento da eficiência extractiva [244,267]. Porém, a MeOPP caracteriza-se por um comportamento 
ímpar quando comparado aos restantes analitos. O valor médio mais elevado é obtido para um valor 
de β igual a 4, sendo que a redução ou o aumento desta razão de fases abaixo e acima deste valor 
respectivamente, induz uma diminuição acentuada da sua área cromatográfica. É certo que para 
compostos pouco voláteis a influência do Va e Kfa se sobrepõem ao efeito do Vh na eficiência 
extractiva [216]. Neste estudo, o efeito do Va é fixo pelo que Kfa deverá ser responsável por este efeito. 
Este facto é particularmente interessante se atentarmos no comportamento da MeOPP face aos outros 
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compostos, parece existir um fenómeno de natureza competitiva entre a MeOPP e os outros analitos 
para valores de β inferiores a 9. 
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Gráfico 7-12. Efeito da razão β (Vh / Va) na área cromatográfica (valor médio) dos analitos em estudo. 
 
Para prosseguir as experiências, dada a disponibilidade dos recipientes de 10 mL no STF e a 
necessidade de proceder ao estudo do efeito da diluição da amostra, o valor da razão β não ficou 
estabelecido. 
7.4.1.9 Influência da diluição da amostra com água 
Após definidas as variáveis tempo de equilíbrio (20 minutos), tempo de pré-equilíbrio (20 minutos) 
temperatura da amostra (55ºC), fase de PDMS, força iónica (0,5 g/mL de K2CO3), KOH (0,5 M), Va 
(1 mL) avaliou-se o efeito da diluição da urina com água desionizada na SPME. Para tal foram 
efectuadas experiências, em triplicado, sem diluição da urina e após diluição na proporção de 1:1,1:2, 
1:3 e 1:4 (v/v) com água desionizada.  
O valor médio das áreas cromatográficas absolutas e os CV% estimados para todos os compostos em 
estudo, inclusive para os PIs, foram comparados nas amostras sem diluição e nas obtidas após diluição. 
Apresentam-se na Tabela 7-15 os resultados referentes ao estudo do efeito da diluição na amostra na 
eficiência extractiva dos compostos em estudo e na repetibilidade dos resultados. No Gráfico 7-13 
ilustram-se os resultados obtidos referentes à eficiência extractiva.  
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Gráfico 7-13. Efeito da diluição da amostra (factor de diluição) na área cromatográfica (valor médio) dos 
compostos em estudo. 
 
Podemos constatar que a diluição da amostra num factor de diluição de 1:1 (v/v) proporcionou um 
aumento expressivo na área cromatográfica de todas as piperazinas em estudo, com excepção da 
MeOPP, por oposição à não diluição da amostra. A MeOPP apresenta um comportamento inicial 
díspar dos restantes compostos dado que os melhores resultados são obtidos na amostra sem diluição, 
o que pode estar relacionado com a solubilidade do composto, o aumento do conteúdo em água 
favoreceu a solubilidade do analito. Para a mCPP, BZP, pTp e MeTd9, verificou-se que um aumento 
subsequente do factor de diluição (superior a 1:1) não induzia um aumento na área cromatográfica, 
pelo contrário, diminuiu a eficiência extractiva. Estes resultados estão de acordo com o descrito na 
literatura. Um acréscimo no volume de água adicionado à amostra (e.g. factor de diluição de 1:1) reduz 
a viscosidade da matriz, auxilia a libertação dos analitos da amostra e a difusão [214,241], o que se 
reflecte num aumento inicial da área cromatográfica. Por outro lado, a diminuição da eficiência 
extractiva observada para diluições iguais ou superiores a 1:2  é comparável aos resultados obtidos por 
Grim et al. [270] e Santos et al. [222]. Em ensaios efectuados com amostras não biológicas, estes autores 
concluem, para a generalidade dos compostos, que o aumento da diluição acima de um determinado 
valor traduz-se numa diminuição da sensibilidade do método. Alpendurada [214] refere que a presença 
de vapor de água na fase gasosa é responsável pela diminuição da eficiência extractiva, ainda que esta se 
verifique em fases estacionárias cujo processo de extracção é de adsorção e que este efeito não seja 
acentuado, ao contrário do que foi observado neste trabalho. 
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Para factores de diluição de 1:3 e 1:4, a diminuição da área cromatográfica é muito acentuada, de tal 
forma que, para a BZP, mCPP e pTp, o valor médio obtido é inferior ao estimado nas amostras sem 
diluição, o que contraria o referido por Santos et al. [222], a adição de um volume de água à amostra 
superior a 50 µL provoca a diminuição da área cromatográfica, mas o seu valor é sempre mais elevado 
por comparação com as áreas cromatográficas obtidas nas amostras sem diluição. No entanto, à 
semelhança do observado por estes autores, apesar da sensibilidade diminuir com o aumento da 
diluição, a precisão do método aumenta para factores de diluição iguais ou superiores a 1:3 (Tabela 
7-15). Uma vez que a repetibilidade dos resultados é mais elevada quando a urina é diluída com água 
desionizada num factor de 1:3, os valores de CV% obtidos são para todos os compostos inferiores a 
6%, esta foi a diluição seleccionada para a continuação dos estudos. Neste sentido, o valor de β 
estimado é de 2,3.  
Tabela 7-15. Efeito do factor de diluição na área cromatográfica e repetibilidade (CV%) dos compostos em 
estudo.  
Composto 
 Área cromatográfica (CV%) 
Factor de 
diluição (v/v) 
TFMPP BZP mCPP MeOPP MeTd9 (PI) PTP (PI) 
0 287153 (19,1) 169453 (19,9) 229664 (7,5) 82545 (1,2) 2992649 (21,8) 253218 (14,8) 
1:1 410313 (34,8) 300200 (20,6) 285783 (19,2) 64646 (12,3) 3954842 (17,6) 356651 (20,9) 
1:2 414321 (40,5) 201529 (26,4) 230194 (20,9) 34920 (43,3) 3751236 (20,3) 273570 (25,5) 
1:3 291826 (5,9) 158614 (3,0) 187038 (4,0) 27850 (4,4) 3365358 (3,7) 219456 (3,2) 
1:4 334128 (6,6) 134666 (2,9) 181196 (2,0) 16151 (16,8) 3291501 (5,6) 180494 (2,8) 
 
7.4.1.10 Influência da agitação da amostra 
Procedeu-se à avaliação da influência da agitação da amostra seguindo a metodologia descrita em 
6.10.1.1.10. Os resultados obtidos referentes ao efeito da velocidade de rotação da barra magnética na 
amostra na eficiência extractiva e na repetibilidade do método desenvolvido apresentam-se na Tabela 
7-16. No Gráfico 7-14 é ilustrado o efeito da agitação da amostra na área cromatográfica. 
Constata-se que à medida que a velocidade de agitação aumenta ocorre um aumento da área 
cromatográfica para todos os compostos em estudo, inclusive para os PIs. Esta observação coincide, 
no essencial, com o referido por Pawliszyn [241] e Zhang et al. [238]. O aumento da velocidade de 
rotação da barra magnética na urina permite que a amostra seja agitada mais eficientemente, o que se 
repercute no aumento da área cromatográfica. À primeira imputa-se a formação de correntes 
convectivas no espaço-de-cabeça e de turbulência na urina [215]. Esta última é responsável pelo 
aumento e renovação constante da interface na superfície amostra-headspace [215,241], deste modo, os 
analitos menos voláteis libertam-se mais facilmente para o espaço-de-cabeça [241]. O transporte 
convectivo e o aumento da difusão dos analitos na amostra beneficiam a transferência de massa da 
Capítulo 7 – Resultados e discussão 
_______________________________________________________________________________________ 
 
147 
urina para o espaço-de-cabeça [215,238]. Uma vez na fase gasosa, os analitos são rapidamente 
transferidos para a fase estacionária, porque os coeficientes de difusão na fase gasosa são superiores 
aos da fase líquida, deste modo a eficiência extractiva aumenta [241]. 
 
Tabela 7-16. Efeito da agitação da amostra (velocidade de rotação) na área cromatográfica e repetibilidade 
(CV%) dos compostos em estudo.  
Composto 
 Área cromatográfica (CV%) 
Velocidade 
rotação 
(r.p.m.) 
TFMPP BZP mCPP MeOPP MeTd9 (PI) PTP (PI) 
0 13023 (23,6) 456 (17,9) 3468 (89,0) 0 (—) 334198 (8,7) 1547 (84,6) 
700 260002 (3,6) 104676 (4,2) 121757 (3,8) 11730 (17,4) 3059893 (3,8) 124899 (13,8) 
1250 291826 (5,9) 158614 (3,0) 187038 (4,0) 27850 (4,4) 3365358 (3,7) 219456 (3,2) 
 
0,0E+00
5,0E+04
1,0E+05
1,5E+05
2,0E+05
2,5E+05
3,0E+05
3,5E+05
4,0E+05
0 700 1250
Velocidade de rotação da barra magnética na amostra (r.p.m.)
Á
re
a 
cr
o
m
at
o
g
rá
fi
ca
 (
va
lo
r 
m
éd
io
) TFMPP
BZP
mCPP
MeOPP 
(*1,E+01)
pTP (PI)
MeTd9 (PI)
(*1,E-01)
 
Gráfico 7-14. Efeito da velocidade de rotação da barra magnética na amostra na área cromatográfica (valor 
médio) dos analitos em estudo. 
 
Por outro lado, verifica-se na Tabela 7-16, que o aumento da repetibilidade do método analítico 
coincide com o incremento da velocidade de agitação da urina. À rotação máxima (1250 r.p.m.) os 
CV% obtidos são inferiores relativamente aos estimados nas amostras sem agitação, o que poderá ser 
justificado por uma melhor homogeneização das amostras de urina. Segundo Eisert e Pawliszyn [265], 
a agitação da amostra permite alcançar uma maior precisão dos resultados. 
Capítulo 7 – Resultados e discussão 
_______________________________________________________________________________________ 
 
148 
Considera-se, portanto, que a agitação magnética à velocidade de rotação máxima permitida (1250 
r.p.m.) deve ser utilizada para agitar a amostra no método de SPME, o que coincide com o que é 
proposto por Ulrich [216].  
 
7.4.2 Optimização das condições de derivatização  
Numa segunda fase foram estudados os efeitos das variáveis susceptíveis de afectar a derivatização 
química dos analitos, sendo estudados o tempo e a temperatura de derivatização.  
A derivatização na fase estacionária foi efectuada após a extracção dos analitos pela fibra 
―derivatização após a extracção― sendo esta introduzida num segundo recipiente contendo o reagente 
de derivatização. As primeiras experiências estabeleceram a utilização do MBTFA como reagente de 
derivatização das piperazinas por SPME, já que com o MSTFA a reacção de derivatização era 
incompleta e pouco reprodutível. 
7.4.2.1 Influência da temperatura da reacção de derivatização química 
Avaliou-se o efeito da temperatura da reacção de derivatização na área cromatográfica das piperazinas 
em estudo e dos PIs bem como na repetibilidade dos resultados obtidos. Os analitos foram 
derivatizados com MBTFA durante 5 minutos e a reacção foi efectuada a diversas temperaturas, entre 
25 e 75 ºC. Foram efectuadas três réplicas para cada uma das condições em análise e calculada a média 
das áreas cromatográficas obtidas para cada um dos analitos. No Gráfico 7-15 ilustram-se os resultados 
obtidos. 
Verifica-se que a temperatura de derivatização afecta de forma distinta a área cromatográfica média das 
piperazinas. Se para a pTp e a MeOPP as temperaturas baixas favorecem a derivatização, 
respectivamente, 25ºC e 35ºC, para a TFMPP, mCPP e MeTd9, as áreas cromatográficas médias mais 
elevadas são obtidas aos 45ºC, já a BZP apresenta uma temperatura óptima de derivatização de 65ºC. 
Dado que incrementos superiores a 45ºC na temperatura de derivatização não favorecem, em geral, as 
áreas cromatográficas das piperazinas, seleccionou-se uma temperatura de derivatização de 45ºC.  
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Gráfico 7-15. Efeito da temperatura de derivatização na área cromatográfica (valor médio) dos analitos em 
estudo. 
 
7.4.2.2 Influência do tempo de derivatização química 
Para o estudo deste factor, a reacção de derivatização foi efectuada à temperatura de 45ºC e a fase 
estacionária exposta ao espaço-de-cabeça acima do reagente de derivatização durante intervalos de 
tempo variáveis, entre 2 e 20 minutos. As experiências foram realizadas em triplicado para cada 
período de tempo em análise e estimada a média das áreas cromatográficas obtidas para todos os 
analitos. No Gráfico 7-16 ilustram-se os resultados obtidos.  
Para a TFMPP, MeTd9 e pTp observa-se que o valor médio da área cromatográfica depende do 
intervalo de tempo durante o qual a reacção de derivatização ocorre. Para todas as outras piperazinas a 
área cromatográfica mantém-se relativamente constante entre os 2 e os 20 minutos. No primeiro caso, 
a MeTd9 e a TFMPP apresentam um comportamento semelhante, a área cromatográfica aumenta na 
relação directa com o aumento do tempo de derivatização até aos 10 minutos, após o qual as áreas 
cromatográficas declinam. A pTp exibe um comportamento distinto destes dois compostos, após os 5 
minutos de derivatização as áreas cromatográficas diminuem, sendo que aos 10 minutos essa 
diminuição é acentuada. 
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Gráfico 7-16. Efeito do tempo de derivatização na área cromatográfica (valor médio) dos analitos em estudo. 
 
Perante os resultados apresentados no Gráfico 7-16, parece evidente que a pTp não é um composto 
adequado para PI da TFMPP. Com a utilização de MeTd9 as variações no tempo de derivatização 
afectam de forma proporcionada estes dois compostos. 
 
Sabe-se que o MBTFA reage com as aminas à temperatura ambiente [293] e que em geral, a reacção é 
rápida [292]. No mesmo sentido parecem apontar os resultados obtidos neste trabalho, temperaturas 
muito elevadas não contribuem, no geral, para um aumento da área cromatográfica e o aumento do 
período de derivatização não aumenta significativamente as áreas cromatográficas das piperazinas, com 
excepção da TFMPP. Dado que prolongamentos no tempo de derivatização das piperazinas superiores 
a 5 minutos não apresentam mais valias nas áreas cromatográficas das piperazinas, com excepção da 
TFMPP, e uma vez que o tempo de realização da análise é um factor que deve ser considerado, foi 
seleccionado um intervalo de tempo de 5 minutos para a derivatização química das piperazinas. 
 
7.4.3 Optimização das condições de dessorção térmica  
Estabelecidas as condições experimentais referentes às etapas de absorção e derivatização foi estudada 
a influência de alguns factores que afectam a etapa de dessorção térmica dos analitos na SPME. O 
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processo baseou-se no estudo das variáveis tempo e temperatura de dessorção e profundidade da fibra 
no injector durante a dessorção.  
7.4.3.1 Influência do tempo de dessorção térmica  
Avaliou-se a influência do tempo de dessorção dos analitos na SPME. Para tal, alíquotas de 1 mL de 
urina foram fortificadas com 30 ng de cada uma das piperazinas em estudo, 5 ng de MeTd9 (PI) e 50 
ng de pTp (PI) e extraídas e derivatizadas de acordo com as condições estabelecidas após o estudo das 
variáveis que afectam esses processos. Para este estudo a fibra foi exposta no injector do cromatógrafo 
a uma profundidade de 36 mm e a uma temperatura de 260ºC. Foram efectuadas três réplicas para cada 
uma das condições avaliadas. 
 
O valor médio das áreas cromatográficas estimado para todos os compostos em estudo, inclusive para 
os PIs, foi comparado para cada intervalo considerado. No Gráfico 7-17 ilustram-se os resultados 
obtidos.  
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Gráfico 7-17. Efeito do tempo de dessorção na área cromatográfica (valor médio) dos analitos em estudo. 
 
O aumento do tempo de permanência da fibra no injector do cromatógrafo parece afectar de forma 
negativa a eficiência extractiva. Para todos os compostos em estudo um tempo de dessorção de 4 
minutos induz a diminuição da área cromatográfica comparativamente com um período de 1 minuto. 
Mais uma vez a TFMPP apresenta diferenças face às outras piperazinas e uma resposta semelhante à da 
MeTd9, aos 4 minutos as áreas cromatográficas destes dois compostos são em média mais elevadas 
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comparativamente com o intervalo de tempo que o antecede e o oposto do observado com os 
restantes compostos em estudo. 
 
Se por um lado, a dessorção dos analitos da fase estacionária é facilitada devido às temperaturas 
elevadas do injector e ao fluxo do gás de arraste [237,250], por outro, um aumento do tempo de 
permanência da fase estacionária no injector poderá contribuir para a degradação térmica dos 
compostos. Neste estudo a temperatura do injector foi de 260ºC e após introdução da fibra no injector 
esta foi logo exposta. O facto das áreas cromatográficas mais elevadas serem obtidas para um tempo de 
dessorção de 1 minuto indicia que a dessorção dos analitos é rápida e eficaz, o que está de acordo com 
Louch et al. [243] e Zhang et al. [238], que afirmam que a dessorção pode ser muito rápida. Para tempos 
mais elevados a diminuição das áreas cromatográficas observada poderá ser atribuída a uma exposição 
prologada dos analitos a temperaturas elevadas, favorecendo a sua decomposição térmica. 
 
Porém, com a utilização de um tempo de dessorção inferior a 2 minutos foram observados fenómenos 
de arrastamento significativos, em particular no que respeita à TFMPP e MeTd9, deste modo, o 
intervalo de tempo seleccionado para a dessorção das piperazinas foi de 2 minutos. Para minimizar este 
efeito, e após terminada a corrida cromatográfica, foi efectuada uma dessorção em branco para 
confirmar a ausência das piperazinas no cromatograma e limpar a fibra. 
7.4.3.2 Influência da temperatura de dessorção  
Avaliou-se a influência da temperatura de dessorção na área cromatográfica das piperazinas em estudo 
e dos PIs. A fase estacionária foi exposta a temperaturas distintas, entre 220 e 260ºC, permanecendo a 
fibra no injector durante 2 minutos. Foram efectuadas três réplicas para cada um dos intervalos de 
temperatura em análise e calculada a média das áreas cromatográficas obtidas para cada um dos 
analitos. No Gráfico 7-18 ilustram-se os resultados obtidos. 
 
Inicialmente foi seleccionado o intervalo de temperatura para este estudo. Para a fase estacionária 
utilizada, PDMS, a temperatura máxima recomendada pelo fabricante é de 280ºC, ainda que esta seja 
preterida a favor de temperaturas inferiores, tendo como objectivos minimizar o efeito de sangramento 
da fase estacionária e aumentar a sua durabilidade [216], além de que a decomposição de analitos 
termolábeis pode surgir a valores de temperatura elevados [253,272]. Assim, a temperatura de 260ºC 
constituiu o intervalo superior de temperatura considerado neste estudo. Porém, sabe-se que o 
aumento da temperatura do injector diminui o Kfh e, consequentemente, favorece a dessorção. 
Temperaturas baixas prolongariam no tempo esta etapa, o que contribuiria para o alargamento dos 
picos cromatográficos. A escolha de um valor de temperatura de 220ºC definiu o intervalo inferior de 
temperatura deste estudo. 
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Os valores médios da área cromatográfica das piperazinas a uma temperatura de dessorção de 250ºC 
foram superiores aos observados a 220ºC conforme se observa no Gráfico 7-18. O que está de acordo 
com o esperado: o aumento da temperatura provoca a diminuição de Kfh, o que se  reflecte num 
incremento da área cromatográfica. Para valores de temperatura de 260ºC constatam-se diferenças 
entre a pTp e os restantes compostos estudados. No primeiro observa-se uma diminuição da área 
cromatográfica média enquanto que os outros apresentam valores mais elevados comparativamente 
aos valores de temperatura que o antecedem.  
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Gráfico 7-18. Efeito da temperatura do injector durante a dessorção na área cromatográfica (valor médio) dos 
analitos em estudo. 
 
Atendendo às considerações referidas, a temperatura seleccionada para a dessorção das piperazinas foi 
de 250ºC. 
 
Em consonância com o observado ao longo dos estudos de optimização das condições experimentais e 
também neste estudo, a pTp apresenta características de um composto termolábil pelo que a sua 
escolha como PI na SPME poderá não ter sido acertada. Não pode ser descurada a eventual presença 
de um fenómeno de competição pela adsorção à fibra entre a pTp e os outros compostos, em 
particular com a TFMPP e MeTd9. 
7.4.3.3 Influência da profundidade da agulha no injector durante a dessorção  
Para o estudo da influência da profundidade da agulha na dessorção térmica dos analitos a fibra foi 
exposta no injector a uma temperatura de 250ºC durante 2 minutos e a profundidade a que esta se 
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encontra no injector foi alterada entre as experiências: a 24 mm e 44 mm, sendo estas realizadas em 
triplicado para cada valor.  
 
O valor médio das áreas cromatográficas absolutas estimado para todos os compostos em estudo, 
inclusive para os PIs, foi comparado nas experiências obtidas à profundidade de 24 e 44 mm. No 
Gráfico 7-19 ilustram-se os resultados obtidos.  
 
As áreas cromatográficas obtidas nas experiências cuja profundidade da fibra no injector é de 24 mm 
são menores quando comparadas com as obtidas a 44 mm (Gráfico 7-19), sendo que a diminuição da 
área cromatográfica é particularmente acentuada na TFMPP. Estes resultados coincidem com os 
encontrados por Musshoff et al. [230], que estudam diferentes posições entre 46 e 56 mm, e concluem 
que 52 mm é a altura ideal da fibra. A este propósito é particularmente importante referir que acresce à 
profundidade a que a fibra foi inserida 10 mm decorrente do seu comprimento. Assim as alturas 
efectivas da fibra estudadas foram 34 mm e 54 mm, respectivamente. 
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Gráfico 7-19. Efeito da profundidade da agulha no injector durante a dessorção na área cromatográfica dos 
analitos em estudo. 
 
O facto da posição da fibra se reflectir na área cromatográfica dos analitos foi mencionado também 
noutros estudos [213] e explicado pela existência de um gradiente térmico no interior do injector [240], 
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quando a fibra é introduzida numa posição muito elevada a quantidade de analito dessorvida é menor 
[252]. 
 
7.5 Validação do método de ensaio para a análise de piperazinas por 
SPME-GC-MS 
7.5.1 Selectividade 
A avaliação da selectividade do método foi efectuada à semelhança do realizado para o método de 
SPE-GC-MS. De acordo com os critérios de aceitação/rejeição definidos, as alíquotas de pools de urina 
às quais os analitos em estudo não foram adicionados foram consideradas negativas, não se 
presenciaram interferências significativas dos constituintes da matriz nos Tr das piperazinas em estudo 
para os iões monitorizados. Aquelas que foram fortificadas com as piperazinas foram consideradas 
positivas, confirmando-se inequivocamente a identidade dos compostos em todas as amostras. A 
selectividade do método foi evidenciada, não se verificaram quaisquer falsos resultados negativos ou 
positivos. Na Tabela 7-18 apresentam-se, a título de exemplo, os resultados obtidos para as amostras 
fortificadas com BZP e mCPP, no estudo da selectividade do método desenvolvido por SPME-GC-
MS. 
7.5.2 Limites analíticos do método (Limites de detecção e de quantificação) 
Na Tabela 7-17 descrevem-se os LD e LQ obtidos para os compostos em estudo e os parâmetros 
estatísticos obtidos nas curvas de calibração.  
 
Tabela 7-17. Resumo dos resultados referentes ao estudo dos LD e LQ. 
Composto Ião 
(m/z) a 
Equação da recta R2 Sy/x LD 
(ng/mL) 
LQ 
(ng/mL) 
BZP-N-TFA¹ 272 y=0,0148x-0,0009 0,998 0,0022 0,5 1,5 
TFMPP-N-TFA² 326 y=0,1603x-0,0040 0,988 0,0550 1,1 3,4 
mCPP-N-TFA¹ 292 y=0,0151x+0,0011 0,998 0,0024 0,5 1,6 
MeOPP-N-TFA¹ 288 y=0,0018x+0,0010 0,983 0,0008 1,5 4,5 
a ião (valor m/z) utilizado na quantificação. 
¹ pTp (PI) 
² MeTd9 (PI) 
 
 
  
  
Tabela 7-18. Resultados obtidos para as amostras fortificadas referentes ao estudo da selectividade do método por  SPME-GC-MS para a BZP-N-TFA e mCPP-N-TFA. 
 
 Área Absoluta   Tempo de Retenção  Abundância Relativa  Razão S/N  
BZP-N-TFA ião (m/z)        ião (m/z)  ião (m/z)  
Pool 91,0 181,0 272,0   Tr   TrR     91,0   181,0   272,0    91,0   181,0   272,0    
POSSEL01.D 35051 6551 7413  10,79 ok 0,942 ok  100 ok 18,7 ok 21,1 ok  293,0 ok 21,9 ok 686,4 ok OK 
POSSEL02.D 68319 13911 12555  10,78 ok 0,941 ok  100 ok 20,4 ok 18,4 ok  425,8 ok 17,1 ok 1068,8 ok OK 
POSSEL03.D 29436 6094 6121  10,79 ok 0,942 ok  100 ok 20,7 ok 20,8 ok  593,9 ok 17,6 ok 2056,4 ok OK 
P0SSEL04.D 25666 5458 5309  10,79 ok 0,942 ok  100 ok 21,3 ok 20,7 ok  997,8 ok 31,8 ok 1969,6 ok OK 
P0SSEL05.D 32081 6985 6576  10,78 ok 0,941 ok  100 ok 21,8 ok 20,5 ok  300,3 ok 23,5 ok 1174,9 ok OK 
P0SSEL07.D 42968 9459 8727  10,78 ok 0,941 ok  100 ok 22,0 ok 20,3 ok  206,9 ok 95,8 ok 1422,7 ok OK 
POSSEL08.D 40493 9610 7963  10,77 ok 0,941 ok  100 ok 23,7 ok 19,7 ok  281,3 ok 108,4 ok 1598,5 ok OK 
POSSEL09.D 21573 4524 4492  10,79 ok 0,942 ok  100 ok 21,0 ok 20,8 ok  217,0 ok 30,1 ok 1020,2 ok OK 
POSSEL10.D 35700 7985 7523  10,78 ok 0,941 ok  100 ok 22,4 ok 21,1 ok  206,3 ok 50,8 ok 424,6 ok OK 
POSSEL11.D 61397 13388 12153  10,78 ok 0,941 ok  100 ok 21,8 ok 19,8 ok  201,9 ok 28,5 ok 1849,9 ok OK 
   Controlo  10,78  0,94   100,0  21,4  20,3          
   Critérios  ≤1,0%  ≤1,0%   10 a  5 a  5 a   >3  >3  >3   
   Int.Inf  10,77  0,93   90,0  16,4  15,3          
   Int.Sup  10,79  0,95   110,0  26,4  25,3          
                         
 Área Absoluta   Tempo de Retenção  Abundância Relativa  Razão S/N  
mCPP-N-TFA ião (m/z)        ião (m/z)  ião (m/z)  
Pool 292,0 139,0 166,0   Tr  TrR   292,0   139,0   166,0    292,0   139,0   166,0   
POSSEL01.D 9518 5863 5842   12,46 ok 1,088 ok  100 ok 61,6 ok 61,4 ok  303,6 ok 133,4 ok 114,1 ok OK 
POSSEL02.D 17775 10885 11151   12,44 ok 1,086 ok  100 ok 61,2 ok 62,7 ok  1481,4 ok 309,4 ok 439,0 ok OK 
POSSEL03.D 4772 3101 3187   12,45 ok 1,087 ok  100 ok 65,0 ok 66,8 ok  462,5 ok 99,2 ok 74,8 ok OK 
P0SSEL04.D 4439 2721 2650   12,44 ok 1,086 ok  100 ok 61,3 ok 59,7 ok  353,9 ok 176,9 ok 148,2 ok OK 
P0SSEL05.D 7294 4309 4738   12,46 ok 1,088 ok  100 ok 59,1 ok 65,0 ok  372,9 ok 112,1 ok 82,2 ok OK 
P0SSEL07.D 13340 8349 8338   12,45 ok 1,087 ok  100 ok 62,6 ok 62,5 ok  605,1 ok 392,3 ok 234,0 ok OK 
POSSEL08.D 14388 9028 8945   12,45 ok 1,087 ok  100 ok 62,7 ok 62,2 ok  511,3 ok 286,6 ok 231,1 ok OK 
POSSEL09.D 4250 2938 2739   12,44 ok 1,086 ok  100 ok 69,1 ok 64,4 ok  995,7 ok 354,4 ok 67,2 ok OK 
POSSEL10.D 11709 7041 7142   12,45 ok 1,087 ok  100 ok 60,1 ok 61,0 ok  835,5 ok 257,2 ok 161,5 ok OK 
POSSEL11.D 14850 9319 9289   12,44 ok 1,086 ok  100 ok 62,8 ok 62,6 ok  1561,6 ok 348,2 ok 274,6 ok OK 
   Controlo  12,45  1,09   100,0  62,6  62,8          
   Critérios  ≤1,0%  ≤1,0%   10 a  10 a  10 a   >3  >3  >3   
   Int.Inf  12,44  1,08   90,0  52,6  52,8          
   Int.Sup  12,46  1,10   110,0  72,6  72,8          
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Para a MeOPP o R2 estimado na regressão linear é inferior a 0,99, se atendermos aos critérios definidos 
para aceitação do R2 da curva de calibração no estudo da linearidade (R2 superior a 0,99), as estimativas 
do LD e LQ assim obtidas não são válidas. Dado que ao longo da optimização das condições 
experimentais do método os PIs utilizados revelaram-se inadequados para este composto este valor 
não é surpreendente. Na práctica, no estudo do LD os critérios definidos para aceitação de R2 são mais 
flexíveis, aceitando-se no STF valores de R2 superiores a 0,95 para este estudo.  
Para todas as piperazinas obtiveram-se valores inferiores a 2 ng/mL e 5 ng/mL, respectivamente para 
o LD e LQ, muito semelhantes aos valores obtidos no sangue total pelo método de SPE-GC-MS. 
7.5.3 Linearidade 
Onze pontos de calibração foram utilizados para averiguar se no intervalo de concentrações 
considerado, entre 5 e 100 ng/mL, as respostas analíticas eram directamente proporcionais às 
concentrações utilizadas. Neste estudo não foram efectuadas réplicas.  
 
Os resultados sumariados obtidos no estudo da linearidade referentes à análise de regressão linear 
apresentam-se na Tabela 7-19. 
 
Tabela 7-19. Resumo dos resultados obtidos relativos ao modelo de regressão linear para as piperazinas em 
estudo. 
Intervalo de intercepção da 
ordenada na origem  Composto 
Ião 
(m/z)a 
Equação da recta R2 Sy/x 
95%inferior 95%superior 
BZP-N-TFA2 272 y=0,0166x-0,0483 0,997 0,0292 -0,0864 -0,0102 
TFMPP-N-TFA¹ 326 y=0,0065x+0,0252 0,959 0,0442 -0,04 0,0919 
TFMPP-N-TFA2 326 y= 0,0640x-0,4574 0,867 0,8899 -1,71 0,7974 
mCPP-N-TFA2 292 y=0,0168x-0,0209 0,997 0,0332 -0,0642 0,0224 
MeOPP-N-TFA1 288 y=0,0003x+0,0012 0,841 0,0051 -0,006 0,0084 
MeOPP-N-TFA2 288 y=0,0024x-0,0021 0,922 0,0243 -0,0338 0,0297 
a ião (valor m/z) utilizado na quantificação. 
¹ entre 5 e 90 ng/mL, após exclusão de valor aberrante, MeTd9 (PI). 
2 pTp (PI) 
 
Para a TFMPP e a MeOPP os valores de R2 obtidos foram inferiores a 0,99, respectivamente, 0,867 e 
0,922, com a utilização de pTp como PI (Tabela 7-19). A utilização de MeTd9 como PI permitiu 
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melhorar o ajuste dos resultados experimentais na análise da TFMPP (R2 de 0,959), porém não se 
revelou também adequado para a MeOPP (R2 de 0,841). Dado que os valores de R2 não cumprem os 
critérios definidos para a aceitação das curvas de calibração neste estudo, a linearidade do método 
desenvolvido não foi evidenciada para a TFMPP e a MeOPP.  
 
Para a BZP e a mCPP a análise da regressão linear evidenciou valores de R2 de 0,997 (Tabela 7-19). No 
entanto, para a primeira constatou-se no intervalo de intercepção da ordenada na origem que este não 
incluía o valor zero e a análise gráfica dos resíduos (Gráfico 7-20) revelou que os erros não se 
distribuíam de forma aleatória. 
 
Na Tabela 7-20 apresentam-se os valores numéricos de teste (PG), calculados segundo se indicou em 
6.9.4, e comparam-se com os valores tabelados da distribuição F de Snedecor (N-1;N-1;0,95) (Fcrit). 
Para a mCPP o método é linear na gama de trabalho seleccionada para o estudo, entre 5 e 100 ng/mL, 
a regressão quadrática não conduziu a um ajuste significativamente superior (PG≤ Fcrit). Os resultados 
obtidos no teste de Mandel para a BZP evidenciam que o método não linear (modelo regressão 
quadrática) proporciona um melhor ajuste dos resultados (PG> Fcrit).  
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Gráfico 7-20. Representação gráfica dos resíduos em função da concentração de BZP. 
 
Estes resultados evidenciam que o estudo da linearidade do método assente exclusivamente no valor 
de R2 não é fiável. Apesar do valor obtido para a BZP ser elevado (R2 de 0,997) os resultados do teste 
de Mandel evidenciam uma falta de ajustamento ao modelo linear, o intervalo de confiança da 
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intercepção na ordenada da origem não inclui o valor zero e a distribuição gráfica dos resíduos revelou 
tendências. O método não é linear para a BZP no intervalo de concentrações seleccionado, entre 5 e 
100 ng/mL. 
 
Tabela 7-20. Resumo dos resultados obtidos no teste de Mandel para a BZP e mCPP. 
Composto 
Teste de Mandel  
(PG) 
Critério de decisão 
PG ≤ Fcrit (N-1;N-1;0,95) 
BZP-N-TFA 25,50 PG ≤ 2,98 F(10;10;0,95) 
mCPP-N-TFA 0,70 PG ≤ 2,98 F(10;10;0,95) 
 
7.5.4 Precisão e exactidão 
Os resultados sumariados deste estudo apresentam-se na Tabela 7-21. Para a TFMPP e MeOPP os 
resultados obtidos ao longo do tempo em que este estudo foi efectuado revelaram que o método 
analítico desenvolvido por SPME-GC-MS não era adequado à sua quantificação nas amostras de urina, 
as estimativas obtidas nas regressões lineares não satisfaziam os pressupostos definidos (e.g. R2< 0,99), 
o que está de acordo com os resultados obtidos no estudo da linearidade do método. 
 
Tabela 7-21. Resumo dos resultados obtidos no estudo da precisão e exactidão do método calculados para três 
níveis de concentração. 
Composto Concentração 
real 
 
(ng/mL) 
Repetibilidade 
(CVR )  
 
(n=15) 
Precisão 
intermédia 
(CVSI) 
 (n=15) 
EMR (%) 
 
 
(n=15) 
Concentração 
estimada 
(ng/mL) 
(n=15) 
5 2,0 9,2 20,0 6,0 
50 3,1 4,5 -0,6 49,7 BZP-N-TFA 
100 2,3 4,5 0,6 100,6 
5 — — — — 
50 — — — — TFMPP-N-TFA 
100 — — — — 
5 3,6 7,0 18,0 5,9 
50 3,7 5,0 -5,8 47,1 mCPP-N-TFA 
100 1,7 3,0 -2,9 97,1 
5 — — — — 
50 — — — — MeOPP-N-TFA 
100 — — — — 
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Para a BZP e a mCPP os CV% obtidos na precisão intermédia são iguais ou inferiores a 9% em todos 
os níveis de concentração estudados e os da repetibilidade iguais ou inferiores a 4%. Estes resultados 
são idênticos aos obtidos na validação do método analítico em amostras de sangue total e contidos nos 
limites referidos na literatura [325], inferiores ou iguais a 20% na gama baixa de concentrações e 15% 
nas demais. 
 
A exactidão do método analítico foi expressa pelo EMR e a sua estimativa efectuada à semelhança do 
descrito no método de SPE-GC-MS. Os valores absolutos obtidos, entre 0,6 e 20,0%, estão contidos 
nos valores considerados aceitáveis: ±20% perto do LQ e ±15% nas restantes concentrações [325]. Na 
gama baixa de concentrações estes resultados são muito superiores comparativamente aos obtidos no 
método de SPE-GC-MS nas amostras de sangue total, o que pode ser atribuído à diminuição da 
concentração seleccionada na gama baixa do método de SPME-GC-MS (5 ng/mL). 
 
Para cada gama de trabalho foi averiguada a existência de erros sistemáticos. Os resultados obtidos 
neste estudo apresentam-se na Tabela 7-22. Para a BZP e mCPP foi evidenciada a existência de 
diferenças estatisticamente significativas na recuperação média, para a primeira na gama baixa e na 
mCPP na gama baixa e média de concentrações. 
 
Tabela 7-22. Resumo dos resultados obtidos no teste de hipótes (teste t de Student) para o estudo dos erros 
sistemáticos associados à recuperação do método. 
Composto Concentração 
real 
(ng/mL) 
R  
(n=15) 
Texp Critério de decisão 
Texp ≤ Tcrit (N-1;0,95) 
5 120,0 4,186 
50 99,5 0,327 
BZP-N-TFA 
100 100,6 0,348 
5 118,1 5,513 
50 94,3 3,441 
mCPP-N-TFA 
100 97,1 2,453 
Texp ≤ 2,776 F(4;0,95) 
 
7.5.5 Presença de arrastamento (carry over) 
Neste estudo não foram observados fenómenos de arrastamento significativos. 
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7.5.6 Robustez 
O método desenvolvido para a identificação das piperazinas por SPME-GC-MS é robusto e a sua 
capacidade para quantificar a BZP e a mCPP não foi afectada ao longo deste estudo. Para os outros 
compostos o método de quantificação não revelou robustez em condições de precisão intermédia. 
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8 Conclusões 
As condições analíticas estabelecidas permitiram uma separação cromatográfica rápida (inferior a 15 
minutos) e adequada à identificação simultânea da BZP, TFMPP, mCPP e MeOPP nas amostras de 
sangue total e urina. Por outro lado, estas drogas são encontradas nos comprimidos apreendidos, 
muitas vezes em associação, o que reitera a necessidade da sua pesquisa em simultâneo. O 
desenvolvimento de uma macro orientada para a pesquisa selectiva dos iões diagnóstico permitiu de 
uma forma rápida e pouco morosa efectuar um primeiro rastreio da presença das piperazinas na 
amostra. 
A trifluoracetilação das piperazinas permitiu obter espectros de massa mais representativos, ao 
aumentar de modo significativo a sua massa molecular e obter um padrão de fragmentação mais 
complexo com iões mais característicos e, deste modo, facilitando a identificação destes compostos. A 
definição de critérios de aceitação/rejeição para identificação dos analitos em GC-MS em modo SIM 
permite o reconhecimento da presença do analito de uma forma clara, não ambígua.  
O pré-tratamento efectuado às amostras antes da SPE, nomeadamente a homogeneização das amostras 
de sangue total, a sua diluição e centrifugação revelou-se útil, dada a inexistência de fenómenos de 
colmatação das colunas, a obtenção de valores de recuperação elevados e resultados analíticos precisos. 
A selecção de um volume inicial de 0,5 mL de sangue revelou-se satisfatória, já que possibilita a 
realização de análises de triagem e confirmação independentes e facilita o cumprimento das exigências 
no que respeita ao número de análises a efectuar na quantificação do analito (em triplicado). Como tal, 
o volume remanescente de amostra é maior e a pesquisa de outros compostos numa análise 
toxicológica sistemática não é comprometida. 
Na análise de piperazinas por SPE-GC-MS a utilização do método optimizado com as colunas 
Oasis®MCX permitiu obter cromatogramas com um menor número de interferentes e valores de 
recuperação média, entre 63,6% (MeOPP) e 96,4% (BZP), adequados à confirmação da sua presença 
nas amostras de sangue total.  
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A etapa de evaporação dos extractos obtidos por SPE revelou-se crítica para as piperazinas 
observando-se perdas por volatilização dos analitos e, em particular, da TFMPP. A acidificação da fase 
orgânica, com solução metanólica diluída de ácido clorídrico, permitiu a evaporação do solvente, sem 
que ocorresse perda significativa das piperazinas. Porém, a derivatização destes compostos foi 
prejudicada. A adição de MBTFA às fases orgânicas antes da evaporação revelou-se útil na prevenção 
de perdas das piperazinas por volatilização, durante esta etapa, sem que a derivatização com MBTFA 
fosse afectada e sem acréscimo adicional de tempo para o método analítico desenvolvido.  
A derivatização das piperazinas com o MBTFA revelou-se rápida, quantitativa, reprodutível e não se 
encontra descrita na literatura para a derivatização química destes compostos. Apesar do MSTFA 
poder ser equacionado para a derivatização das piperazinas a sua utilização foi preterida, a 
obrigatoriedade de condições anidras rigorosas e a falta de estabilidade dos derivados justificaram esta 
decisão. 
Os resultados obtidos no estudo de validação do método de SPE-GC-MS desenvolvido neste trabalho 
evidenciaram que este era adequado para a triagem e confirmação de todas as piperazinas em amostras 
de sangue total post mortem ou obtidas in vivo. Demonstrou-se que era selectivo e os LD obtidos, iguais 
ou inferiores a 1 ng/mL, possibilitam a detecção destes compostos no sangue total em concentrações 
diminutas. Não foi observada a presença de arrastamento. 
Os resultados obtidos no estudo de validação do método de SPE-GC-MS desenvolvido neste trabalho 
evidenciaram que este era adequado para a quantificação da BZP, TFMPP e mCPP em amostras de 
sangue total post mortem ou obtidas in vivo, mas não se revelou apropriado para a quantificação da 
MeOPP. Obtiveram-se LQ iguais ou inferiores a 3 ng/mL para todas as piperazinas estudadas. A 
linearidade do método analítico foi demonstrada entre 10 e 1000 ng/mL. Porém, foram observadas 
diferenças estatisticamente significativas entre as variâncias nos extremos da gama de trabalho. A 
distribuição heterocedástica dos erros justificou o recurso à utilização de uma regressão linear 
ponderada. Apoiado em critérios de decisão os factores de ponderação seleccionados foram 1/y para a 
BZP e MeOPP e 1/x para a mCPP e TFMPP. 
Para a MeOPP os resultados obtidos ao longo do tempo em que este estudo foi efectuado revelaram 
que o método analítico desenvolvido por SPE-GC-MS não era adequado à sua quantificação nas 
amostras de sangue total, uma vez que as estimativas obtidas nas regressões lineares não satisfaziam os 
pressupostos definidos. Dado o intervalo de tempo seleccionado para este estudo (2 meses) e 
considerando que as fontes de variabilidade que podem afectar o método foram diversificadas, 
podemos desta forma ter uma ideia da robustez do método. Neste sentido, o método desenvolvido 
para a quantificação deste composto não é robusto. 
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A precisão e exactidão do método analítico por SPE-GC-MS revelaram-se adequadas para a 
quantificação da BZP, TFMPP e mCPP. Os CV% obtidos na precisão intermédia são iguais ou 
inferiores a 10% em todos os níveis de concentração estudados e os da repetibilidade iguais ou 
inferiores a 4%. Os valores absolutos do EMR obtidos, entre 1,9 e 12,2%, estão dentro dos limites 
considerados aceitáveis na literatura. 
O desenvolvimento do método de SPME-GC-MS para análise de piperazinas exigiu tempo e 
perseverança, as condições experimentais que influenciam a eficiência extractiva desta técnica e a 
repetibilidade dos resultados obtidos são vastas e a optimização do método foi efectuada de forma 
univariada e manual. 
Durante a optimização do método de SPME-GC-MS foram avaliadas quinze variáveis, sendo que em 
cada uma delas foram estudados vários níveis. No que respeita à extracção das piperazinas por SPME 
os factores estudados foram o tempo de pré-equilíbrio, tempo de absorção, temperatura da amostra, 
fase estacionária, sal adicionado e a sua concentração, concentração da base, volume de amostra, razão 
β, efeito da diluição e da agitação da amostra. Foram também optimizadas as condições de 
derivatização química, temperatura e tempo de derivatização, e as condições de dessorção térmica dos 
compostos em estudo (tempo e temperatura de dessorção e a profundidade da agulha no injector). A 
avaliação dos seus efeitos na área cromatográfica dos compostos permitiu concluir que, em regra, estes 
são muito influenciados pelas condições experimentais estudadas. Para além disso os seus efeitos 
manifestam-se de forma díspar consoante o composto estudado. 
O padrão interno estudado no método de SPE-GC-MS, a pTp, apesar de apresentar uma estrutura 
química semelhante à dos analitos não se revelou adequado para a quantificação da TFMPP e MeOPP 
por SPME-GC-MS. Este facto sugere que possam existir diferenças nas suas características físico-
químicas, sendo que a pTp apresenta ainda características de um composto termolábil. A MeTd9 
também não se revelou adequada como padrão interno para estes compostos. 
Na técnica de SPME-GC-MS a utilização do método optimizado permitiu a triagem qualitativa de 
todos os compostos em estudo, sendo que o tempo total da análise é de 62 minutos por amostra, 
circunstância importante num laboratório que analisa um número elevado de amostras e ao qual é 
exigido uma resposta rápida. 
Os resultados obtidos no estudo de validação do método de SPME-GC-MS desenvolvido neste 
trabalho demonstraram que este era apropriado para a triagem e confirmação qualitativa de todas as 
piperazinas em estudo em amostras de urina post mortem ou obtidas in vivo. A sua selectividade foi 
evidenciada e os LD obtidos, inferiores a 2 ng/mL, possibilitam a detecção destes compostos em 
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concentrações diminutas. Não foram presenciados fenómenos de arrastamento e o método revelou-se 
robusto. 
Os resultados obtidos na validação do método de SPME-GC-MS demonstraram que este era adequado 
para a quantificação da BZP e mCPP em amostras de urina post mortem ou obtidas in vivo, mas não para 
a quantificação da TFMPP e MeOPP. Os LQ obtidos foram inferiores a 5 ng/mL para todas as 
piperazinas estudadas. Foi evidenciada a existência de uma relação linear entre as áreas cromatográficas 
obtidas (razão entre as áreas do analito e do PI) e a concentração de mCPP na urina para o intervalo de 
concentrações entre 5 e 100 ng/mL. Para a BZP foi demonstrado que o modelo de regressão 
quadrática proporciona um melhor ajuste dos resultados.  
A precisão e exactidão do método analítico por SPME-GC-MS revelaram-se adequadas para a 
quantificação da BZP e mCPP. Os CV% obtidos na precisão intermédia são iguais ou inferiores a 9% 
em todos os níveis de concentração estudados e os da repetibilidade inferiores a 4%. Os valores 
absolutos do EMR obtidos, entre 0,6 e 20%, estão dentro dos limites considerados aceitáveis na 
literatura. 
Os resultados obtidos para a TFMPP e a MeOPP não permitiram a sua quantificação em amostras de 
urina por SPME-GC-MS. No entanto, é no sangue que os efeitos destes compostos se correlacionam 
com as suas concentrações e são estes valores que permitem inferir sobre o grau de influência das 
substâncias psicoactivas num indivíduo bem como estimar os efeitos tóxicos ou letais.  
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